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Zusammenfassung

Zusammenfassung

Das Bronchialkarzinom ist eine der hdufigsten Tumorarten und der fiihrende Grund
Krebs-assoziierter Sterbefille weltweit. In bis zu 70 % aller Bronchialkarzinome liegt das
Tumorsuppressorgen 7P53 mutiert vor. Ein besseres Verstindnis des Genprodukts p53
und dessen Mutanten ist somit ein essenzieller Schritt zur Verbesserung der Prognose von

Patienten und dadurch Teil intensiver Forschung.

Dafiir wurde im Rahmen dieser Arbeit iiber mehrere Schritte ein Zellklon der
Bronchialkarzinom-Zelllinie NCI-H460 (H460) generiert, an dem zukiinftig eine
effiziente Mutagenese des endogenen 7P53-Lokus durch CRISPR/Cas9 und homologe
Rekombination (homology directed repair, HDR) durchgefiihrt werden kann. Zunichst
wurde mit dieser Methodik eine zusétzliche Sequenz, eine sogenannte LSL (LoxP-Stop-
LoxP) - Kassette, in ein 7P53-Allel eingebaut. Die anderen beiden 7P53-Allele wurden
ausgeschaltet, sodass eine monoallelische 7P53-Expression erreicht wurde. Das Allel mit
der LSL-Kassette konnte anschlieBend effizient editiert werden und das Verhalten
einzelner 7P53-Mutanten sowie eine saturierte Mutagenese des hotspot-Codons R175
wurden observiert. Hierfiir wurde die zelluldre Fitness der Mutanten unter Behandlung
mit dem Mdm2-Inhibitor Nutlin-3a, der physiologisch die p53-Antwort aktiviert,
observiert. Mithilfe dieses Zellklons kann so in zukiinftigen Experimenten erstmals das
Verhalten jeder einzelnen klinisch auftretenden Mutation von p53 auf physiologischem
Expressionslevel und innerhalb einer physiologischen Genstruktur analysiert werden.
Durch diese vollstindige Charakterisierung konnen schlussendlich Therapieschemata
optimiert werden, um jedem Patienten unter Beriicksichtigung der individuell
auftretenden 7P53-Mutation eine geeignete Therapie zu ermoglichen.

Des Weiteren wurde eine Mutagenese von 7P53 durch die Verwendung eines Base
Editors durchgefiihrt. Dieser besteht aus einer Cas9-Nickase, die mit einer APOBEC3A-
Desaminase verkniipft ist. Damit konnten gezielt und mit einer Effizienz von iiber 90 %
Cytosin-zu-Thymin Transitionen erreicht werden. In dieser Arbeit wurde zunéchst das
hotspot-Codon R273 von TP53 in H460- und HCT116-Zellen, einer Kolonkarzinom-
Zelllinie, erfolgreich editiert. Zusitzlich wurde in HCT116-Zellen eine Mutagenese von
Exon 8 von 7P53 durchgefiihrt, bei der jede verfiigbare PAM-Sequenz in diesem Bereich
durch eine entsprechende sgRNA als Ziel erfasst wurde. Insgesamt konnte mit dem Base

Editor eine gezielte Genomeditierung mit hoher Effizienz beobachtet werden.



Abstract

Abstract

Lung cancer is one of the most common cancer types and the leading cause of cancer-
related mortality worldwide. In approximately 70 % of all lung cancer cases, the tumor
suppressor gene 7P53 is mutated. Therefore, a better understanding of p53 mutants is an
essential step towards the improvement of patient prognosis. That is one reason why p53

is intensively studied.

In this project, a cell clone of the lung cancer cell line NCI-H460 (H460) was established
in a series of steps. This allowed an efficient mutagenesis of the endogenous 7P53 locus
of this cell clone via CRISPR/Cas9 and homology directed repair (HDR). Initially, a
specific DNA-sequence, called LSL (LoxP-Stop-LoxP) - cassette, was introduced into
one TP53 allele. The other two TP53-alleles present in this cell line were knocked out
permanently, resulting in monoallelic 7P53 expression. Thereafter, efficient editing of
the endogenous 7P53 locus was possible, so a generation of single 7P53 mutants and a
saturated mutagenesis of the hotspot codon R175 were implemented in this project.
Cellular fitness of those generated mutants was then observed under treatment with the
Mdm?2-inhibitor Nutlin-3a, which specifically activates the p53 pathway under
physiological circumstances. This cell clone is now suitable for introducing most
clinically relevant 7P53 mutations and analyzing their impact at a physiological
expression level and within its native gene structure. This characterization can be used to
optimize therapeutic schemes by individually adjusting the treatment according to the p53
mutant present in a patient’s tumor.

Furthermore, a mutagenesis of 7P53 was performed by using a base editor which consists
of a Cas9 nickase connected to an APOBEC3A deaminase. This construct was able to
induce cystosine-to-thymine transitions with efficiencies over 90 %. In this project, the
hotspot codon R273 of TP53 was successfully edited in H460- and colorectal HCT116
cells. Additionally, a mutagenesis of exon 8 of 7P53 was performed in HCT116 cells by
exploiting every PAM sequence present and targeting it with an appropriate sgRNA. In
general, the base editor showed high efficiency combined with very high specificity.
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1. Einleitung

1.1. Krebserkrankungen

1.1.1. Krebserkrankungen allgemein

Als Krebserkrankung werden umgangssprachlich ,alle bdsartigen Neubildungen
einschlieBlich der Lymphome und Leukdmien* bezeichnet (Robert-Koch-Insitut 2016).
Krebs geht aus einer Transformation von gesunden Zellen zu bdsartigen Tumorzellen
hervor (Weinberg 2014, S. 457). So entsteht ein Zellverband bosartiger Tumorzellen, der
dadurch gekennzeichnet ist, dass er ungehindert wachsen kann und so in umliegendes
Gewebe infiltrieren kann (Rassow et al. 2016, S. 539). Krebs war in Deutschland 2019
die zweithdufigste Todesursache nach Erkrankungen des Herz-Kreislauf-Systems mit
circa 230.000 Todesfdllen (Statistisches Bundesamt (Destatis) 2020). Insgesamt konnten
so fast ein Viertel aller Todesfille in Deutschland auf Krebserkrankungen zurtickgefiihrt
werden (Statistisches Bundesamt (Destatis) 2020). Obwohl durch verbesserte Therapie-
und Diagnostikoptionen die Gesamtmortalitit von Krebserkrankungen verringert werden
konnte (Hashim et al. 2016), nimmt die absolute Anzahl an Neuerkrankungen durch den
demographischen Wandel weiter zu (Robert-Koch-Insitut 2016). Prognosen zufolge soll
so die Anzahl an Neuerkrankungen bis 2040 um etwa 40 % zunehmen (American Cancer

Society 2020).
1.1.2. Das Bronchialkarzinom

Bosartige Neubildungen der Lunge (Bronchialkarzinom) waren 2017 in Deutschland die
zweithdufigste Krebserkrankung bei Ménnern und die dritthdufigste bei Frauen (Zentrum
Fir Krebsregisterdaten (ZfKD) Im Robert Koch-Institut 2020). So sind 11,6 % aller
diagnostizierten bosartigen Neubildungen Lungenkarzinome (Abbildung 1 A) (Robert-
Koch-Institut und Gesellschaft Der Epidemiologischen Krebsregister In Deutschland
E.V. 2019). Hierbei stieg die Inzidenz bei Frauen in den letzten Jahren, wéihrend die der
Mainner zuriickging (Robert-Koch-Institut und Gesellschaft Der Epidemiologischen
Krebsregister In Deutschland E.V. 2019). Da als Risikofaktor das Rauchen eine
hauptsdchliche Rolle spielt, ist dieser Wandel vor allem auf die verdnderten
Rauchgewohnheiten von Maénnern und Frauen zurilickzufithren (Deutsches
Krebsforschungszentrum (Hrsg.) 2008). Das Bronchialkarzinom war 2019 in
Deutschland fiir circa 22 % bei Ménnern und 16 % bei Frauen aller Krebssterbefille

verantwortlich (Abbildung 1 B) (Statistisches Bundesamt (Destatis) 2020).
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Abbildung 1: Inzidenz und Mortalitit des Bronchialkarzinoms in Deutschland.

A: Inzidenz der hiufigsten Krebsarten in Deutschland 2017. Basierend auf: Robert-Koch-Institut und
Gesellschaft Der Epidemiologischen Krebsregister In Deutschland E.V. (2019), Statistisches Bundesamt
(Destatis) (2020).

B: Auflistung der prozentual hdufigsten Tumorlokalisationen an den Gesamt-Krebssterbefdllen in
Deutschland 2019. Aufteilung nach Ménnern (blau, oben) und Frauen (rot, unten).

Basierend auf: Robert-Koch-Institut und Gesellschaft Der Epidemiologischen Krebsregister In
Deutschland E.V. (2019), Statistisches Bundesamt (Destatis) (2020).
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Auch weltweit fallen mit 184 % der Grofiteil aller Krebssterbefille auf das
Bronchialkarzinom zuriick (Jemal et al. 2011). Mit einer 5-Jahre-Uberlebensrate von
15 % bei Miannern und 21 % bei Frauen gehort das Bronchialkarzinom zu einer der
prognostisch ungiinstigsten Tumorarten (Robert-Koch-Institut und Gesellschaft Der
Epidemiologischen Krebsregister In Deutschland E.V. 2019). Das liegt unter anderem
daran, dass Symptome unspezifisch sind, etwa Husten oder Dyspnoe, oder erst bei sehr
fortgeschrittener Erkrankung auftreten, z.B. Husten mit blutigem Auswurf (Hadmoptysen)
(Herold 2021, S. 403). Eine Fritherkennung durch Computertomographie (CT) wird
derzeit nur flir spezifische Personengruppen, wie etwa Rauchern mit tiiber 30
Packungsjahren empfohlen (Leitlinienprogramm Onkologie (AWMF) 2018, S. 66;
Manser et al. 2013).

Lungenkrebs kann zunéchst in zwei gro3e Gruppen eingeteilt werden, dem kleinzelligen
Bronchialkarzinom (SCLC, small cell lung cancer) und dem nicht-kleinzelligen
Bronchialkarzinom (NSCLC, non-SCLC) (Pschyrembel 2020). Mit etwa 80-85 % aller
Lungenkrebs-Félle ist hierbei das NSCLC deutlich haufiger und kann weiter unterteilt
werden in die drei Haupttypen Adenokarzinom (40 %), Plattenepithelkarzinom (35 %)
und groflzelligem Lungenkarzinom (10 %) (Herold 2021, S. 402). Im Rahmen dieser
Arbeit wurde mit NCI-H460-Zellen gearbeitet, welche in die Untergruppe der
grof3zelligen NSCLC-Zellen einzuordnen sind (Takahashi et al. 1989).

Diagnostisch wird die Verdachtsdiagnose eines Bronchialkarzinoms mithilfe von
bildgebenden Verfahren, CT oder Magnetresonanz-Tomographie (MRT) mit
anschlieender Biopsie durch Bronchoskopie gesichert (Herold 2021, S. 404—-405). Das
genaue therapeutische Prozedere ist recht komplex. Bei einem noch nicht-metastasierten
Tumor wird dieser nach Moglichkeit operativ entfernt, mit der Option der neoadjuvanten
Behandlung (Eberhardt et al. 1999). Es sind jedoch zwei Drittel der Patienten bereits bei
Diagnosestellung inoperabel (Herold 2021, S. 406). Anschlieend erfolgt in der Regel
eine (adjuvante) Chemotherapie, die auf Cisplatin und einem weiteren Medikament wie
etwa Vinorelbin basiert (Pignon et al. 2006; Douillard et al. 2006; Arriagada et al. 2004).
Zusétzlich konnen abhidngig vom Mutations- und Rezeptorstatus des Tumors noch
Medikamente bei EGFR-Mutationen (Wu et al. 2014), ALK-Translokationen (Solomon
et al. 2014) oder gegen PD-L1 Rezeptoren (Antonia et al. 2017) eingesetzt werden.
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1.2. Die molekularbiologische Entstehung von Krebs

Die Entstehung bosartiger Tumorzellen ist meist ein Prozess, der sich iiber viele Jahre
erstreckt (Weinberg 2014, S. 440). Dies geschieht in mehreren Schritten durch eine Serie
von Mutationen von Genen, die die Proliferation einer Zelle regulieren oder fiir die DNA-
Reparatur verantwortlich sind (Rassow et al. 2016, S. 539). Die Zellproliferation wird
hauptsdchlich durch zwei Gen-Gruppen reguliert, den Protoonkogenen und den
Tumorsuppressorgenen (Weinberg 2014, S. 231). Die Produkte von Protoonkogenen sind
meistens Teil von Zellproliferation-stimulierenden Signalkaskaden und vermitteln in
gesunden Zellen so die Wirkung von Wachstumsfaktoren (Rassow et al. 2016, S. 540).
Durch bestimmte Mutationen kodnnen Protoonkogene zu Onkogenen konvertieren,
beispielsweise durch Mutationen, die zu einem konstitutiv aktivierten Protein fithren
(Lodish et al. 2013 Kap. 24) oder durch eine Steigerung der Genexpression infolge einer
Translokation oder Genamplifikation (Weinberg 2014, S. 127).

Dagegen haben Tumorsuppressorgene physiologisch die Aufgabe, die Zelle vor
exzessiver Proliferation zu schiitzen (Sherr 2004). Das wird meist durch aktives
Eingreifen in den Zellzyklus oder Induktion von Apoptose erreicht (Weinberg 2014, S.
271). Zur Entstehung von Tumoren im Kontext von Tumorsuppressorgenen ist meist eine
loss-of-function (Funktionsverlust, LOF) Verdnderung beider Allele notig (Rassow et al.
2016, S. 543). Dies wird beispielsweise durch eine Alleldeletion und inaktivierende

Punktmutationen erreicht (Weinberg 2014, S. 239).

Eines der wichtigsten Tumorsuppressorgene ist 7P53, mit dem Genprodukt p53 (Baker
et al. 1989). Klinisch zeigt sich die enorme Wichtigkeit von p53 unter anderem bei dem
Li-Fraumeni-Syndrom, bei dem Patient:innen eine Keimbahnmutation im 7P53-Gen
tragen und so meist schon im Kindesalter Tumoren entwickeln (Malkin et al. 1990). In
einer gesunden, wachsenden Zelle ist p53 nur in niedriger Konzentration vorhanden. Das
wird hauptsichlich durch das Enzym Mdm?2 (Mouse double minute 2) erreicht (Cahilly-
Snyder et al. 1987). Mdm2 ubiquitiniert p53 und markiert es so zum proteasomalen
Abbau (Kubbutat et al. 1997). Obwohl es noch weitere beteiligte Ubiquitin-Ligasen gibt,
scheint Mdm2 essenziell fiir die Regulation von p53 zu sein (Jones et al. 1995).
Therapeutisch kann dies genutzt werden, indem die p53-Bindungsstelle von Mdm?2 durch
ein Medikament, wie zum Beispiel Nutlin-3a, inhibiert wird und dadurch weniger p53
abgebaut wird (Vassilev et al. 2004). Nutlin-3a wurde auch im Rahmen dieser Arbeit

verwendet, um das Ausmal} des Funktionsverlusts einer p5S3-Mutante zu beurteilen.
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Beim Auftreten zahlreicher Stressoren, die der Integritit der Zelle schaden kdnnen, wird
p53 stabilisiert (Vousden und Prives 2009). Dazu gehéren zum Beispiel DNA-Schéden,
Hypoxie, erhohte Expression von Onkogenen und replikativer Stress (Stiewe und Haran
2018) (Abbildung 2 A). Die Stabilisierung von p53 erfolgt unter anderem durch eine
Phosphorylierung durch Kinasen wie die ATM-Kinase (Ataxie-Teleangiektasie-mutiert
(Savitsky et al. 1995)), oder die ATR-Kinase (ATM-related) (Vogelstein et al. 2000), die
zum Beispiel bei Doppelstrangbriichen durch ionisierende Strahlung aktiv werden (Banin
et al. 1998) (Abbildung 2 B). Zusétzlich konnen Checkpoint-Kinasen 1 und 2 durch
ATM/ATR aktiviert werden, die dann wiederum p53 phosphorylieren und stabilisieren
(Bartek und Lukas 2003). Ein weiterer Weg der Stabilisierung von p53 ist die
Acetylierung (Tang et al. 2008).

@

Hypoxie Expression von Onkogenen 1

DNA-Schad\ / Repllkanver Stress

B
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Abbildung 2: Aktivierungskaskade von p53.

A: Schematische Darstellung von Induktionsfaktoren fiir p53

B: Schematische Darstellung der Aktivierung von p53 nach DNA-Schéden
(basierend auf Bieging et al. 2014; Weinberg 2014, S. 339-347).
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Sowohl Phosphorylierung als auch Acetylierung fiihren durch Mechanismen wie einer
gestorten p53-Mdm2-Interaktion zur verstiarkten p53-Aktivierung (Kruse und Gu 2009).
Aktives p53 kann nun die Expression zahlreicher Gene stimulieren, die zu
Zellzyklusarrest, Aktivierung der DNA-Reparatur oder Induktion von Seneszenz und
Apoptose fithren (Freed-Pastor und Prives 2012) (Abbildung 3). Dariiber hinaus werden
durch aktives p53 Prozesse wie die Invasion, Metastasierung oder metabolische

Reprogrammierung von Zellen inhibiert (Bieging et al. 2014).

Ein essenzieller Effektor von p53 ist der CDK (Cyclin-dependent-Kinase) - Inhibitor p21,
der nach Aktivierung zu einem Zellzyklusarrest fiihrt (Gartel und Radhakrishnan 2005).
AuBerdem wichtig zu nennen sind die Gene PUMA (p53 upregulated modulator of
apoptosis) und BAX (Bcl-2-assoziiertes X Protein), die von p53 hochreguliert werden und
Apoptose induzieren konnen (Toshiyuki und Reed 1995; Nakano und Vousden 2001).
Zusitzlich erfolgt eine Autoregulation von p53, indem es selbst die Expression von
Mdm?2 aktiviert und so einen negativen Feedback-Regelkreis einleitet (Harris und Levine

2005) (Abbildung 2 B).
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Abbildung 3: Aktivierung zellulirer Prozesse durch p53-Induktion.
(basierend auf Bieging et al. 2014; Weinberg 2014, S. 339-347).
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1.3. Die Auswirkung einer pS3-Mutation auf Tumore

TP53 ist das am hdufigsten mutierte Gen in menschlichen Tumoren, es liegt in ca. 40 %
aller Tumorerkrankungen mutiert vor (Kandoth et al. 2013; Freed-Pastor und Prives
2012) (Abbildung 4). Bei Bronchialkarzinomen ist 7P53 auBlerdem in iiber 70 % der Fille
mutiert (Grossman et al. 2016). Zudem wurde in einigen Tumorentititen eine klinisch
signifikant schlechtere Prognose bei Vorliegen einer p53-Mutation beobachtet (Ahrendt
et al. 2003; Wang et al. 2017). Die in dieser Arbeit verwendeten H460-Zellen besitzen
laut canSAR-Datenbank drei Wildtyp-7P53-Allele (Coker et al. 2019).

Das Verhalten von p53 wird durch eine Mutation oft in eine fiir einen Tumorsuppressor
untypische Richtung veréndert (Soussi und Wiman 2015). Das zeigt sich unter anderem
schon dadurch, dass bei der Entdeckung von p53 dieses zunichst fiir ein Onkogen
gehalten wurde (Eliyahu et al. 1984). Die meisten Tumorsuppressoren zeigen im Rahmen
der Karzinogenese nonsense- oder frameshift-Mutationen, die durch vorzeitiges Stopp-
Codon oder Leserasterverschiebung zum vollstindigen Funktionsverlust fithren (Tate et
al. 2019).

Im Gegensatz dazu zeigt p53 in einem Grofteil der Félle missense-Mutationen, die circa
73 % aller Mutationen ausmachen (Bouaoun et al. 2016) (Abbildung 5 A). Hier findet ein
Austausch einer Aminosdure statt, wodurch ein vollstindig translatiertes, mutiertes
Protein entsteht, was jedoch in der Funktion verdndert ist (Weinberg 2014, S. 336). Ein
hoher Anteil von missense-Mutationen ist typischerweise Onkogenen vorbehalten, wie

z.B. KRAS oder PIK3CA (Soussi und Wiman 2015) (Abbildung S B).

Es gibt einige Aminoséduren von p53, die in Tumoren besonders hiufig mutiert sind, auch
hotspot-Mutationen genannt (Joerger und Fersht 2016). Die Mutationen in den sechs am
haufigsten mutierten Aminosduren R175, G245, R248, R249, R273 und R282
aufsummiert machen etwa 30 % aller p53-Mutationen aus (Bouaoun et al. 2016) (vgl.
Abbildung 6). Des Weiteren nehmen allein die beiden in dieser Arbeit wichtigen
Punktmutationen R175H und R273C fast 10 % aller p53-Mutationen ein (Bouaoun et al.
2016). Alle diese hotspot-Mutationen, wie auch der Grofiteil aller anderen missense-
Mutationen von p53 sind in der DNA-bindenden-Domine von p53 lokalisiert (Stiewe und
Haran 2018) (Abbildung 6).

Insgesamt sind drei unterschiedliche Mutationstypen von p53 zu unterscheiden, die von
der Wildtyp-Funktion der jeweils mutierten Aminosdure abhéngen. Den ersten dieser drei

Typen bilden die Kontaktmutanten, die z.B. die hotspot-Aminoséduren R248 und R273
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betreffen (Bullock und Fersht 2001). Diese Aminoséduren sind an der direkten Bindung
der DNA beteiligt, wodurch bei Mutation die Bindung von Zielpromotern beeintrachtigt
ist (Freed-Pastor und Prives 2012). Zweitens, die strukturellen Mutanten, wozu die
anderen 4 hotspot-Aminosduren R175, G245, R249 und R282 gehdren, vermindern bei
Mutation die Stabilitdt der DNA-bindenden Doméne, was ebenfalls zu einer verminderten
Funktion fiihrt (Bullock wund Fersht 2001). Als dritter Typ sind die
Kooperativitditsmutationen zu nennen (Timofeev et al. 2013). Zur effizienten DNA-
Bindung bilden vier p53-Molekiile ein Homotetramer (Kitayner et al. 2006). Zur
Stabilisierung dieses Tetramers sind unter anderem die beiden Aminoséduren R180 und
E181 notwendig (Kitayner et al. 2006). Bei Mutation einer dieser Aminosduren ist die
Tetramerbildung gestort, was ebenfalls zur gestorten Aktivierung von Zielgenen fithren

kann (Timofeev et al. 2013).

Menschliche Tumoren gesamt

% Haufigkeit der Mutation

Lungenkrebs-Proben

=2}
o
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Abbildung 4: Am hiufigsten mutierte Gene in Tumoren und spezifisch in Lungenkrebs.

Darstellung der TP53-Mutationshiufigkeit relativ zu anderen Genen insgesamt iiber alle menschlichen
Tumorarten (n= 12538, links) und spezifisch in Lungenkrebs (n=1266, rechts).

(basierend auf: Grossman et al. (2016)).
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Diese missense-Mutationen wirken sich allgemein betrachtet in drei unterschiedlichen
Arten und Weisen auf die Funktion von p53 aus. Zum einen kann ein Funktionsverlust
von p53 (LOF) eintreten (Stiewe und Haran 2018). Dadurch kann p53 selbst nicht mehr
regelrecht aktiviert werden oder durch p53 kann keine DNA von Zielgenen mehr
gebunden und aktiviert werden, wodurch die Zellteilung nicht mehr adidquat reguliert
wird (Kato et al. 2003; Donehower et al. 2019). Dariiber hinaus gibt es zahlreiche
Hinweise fiir die Existenz einer gain-of-function-Komponente einiger pS3-Mutanten,
indem gezeigt wurde, dass Zellen mit mutiertem p53 eine hohere Malignitit zeigen als
Zellen ohne p53 (Lang et al. 2004; Bougeard et al. 2008; Dittmer et al. 1993). Dies fiihrt
zum Erlangen unterschiedlicher neuer Funktionen wie zum Beispiel eine Resistenz gegen
Chemotherapie, erhohte Invasion und Aggressivitit von Tumorzellen oder eine
Unterdriickung der Expression von proapoptotischen Genen (Zhang et al. 2020; Yue et
al. 2017). Diese GOF-Komponente kann eine Erklarung fiir das dominante Auftreten von
missense-Mutationen bei p53 sein, das, wie erwdhnt, kontrdr zu den meisten anderen

Tumorsuppressoren ist (Weinberg 2014, S. 336).

AuBerdem kann ein sogenannter dominant-negativer Effekt (DNE) auftreten (Willis et al.
2004). Typischerweise agieren mutierte Tumorsuppressoren rezessiv, das bedeutet, dass
es ausreicht, wenn nur eins der beiden Allele seine normale Funktion ausiibt (Knudson
1971). Erst bei Deaktivierung beider Allele ist der Tumorsuppressor nicht mehr
funktional und eine Tumorzelle kann z.B. von einer verstdrkten Proliferationsfahigkeit
profitieren (Weinberg 2014, S. 335). Als DNE wurde nun die Beobachtung terminiert,
dass bei p53 bereits die Mutation eines Allels ausreicht, um Eigenschaften einer
Tumorzelle zu zeigen, indem das verbleibende Wildtyp-p53 unterdriickt wird (Willis et
al. 2004; Boettcher et al. 2019).

Frithere Studien an Hefezellen haben bereits gezeigt, dass unterschiedliche p53-
Mutationen auch unterschiedliche Effekte darauf haben, inwieweit mutiertes p53 die
Transkription von Zielgenen stimulieren kann (auch Transaktivierung genannt) (Kato et
al. 2003). Hier konnten sehr unterschiedliche Transaktivierungs-Fahigkeiten von
unterschiedlichen p53-Mutanten je nach Zielgen festgestellt werden (Resnick und Inga
2003; Kato et al. 2003). Zusétzlich kann von der residualen Transaktivierungs-Fahigkeit
von mutiertem p53 keine direkte Korrelation zu dessen tumorsuppressiver Fahigkeit,

Apoptose zu induzieren, hergestellt werden (Kakudo et al. 2005).
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Abbildung 5: Mutationsmuster von 7P53 und im Vergleich mit anderen Tumorsuppressoren und
Onkogenen.

A: Mutationseffekte von 7P53 in menschlichen Tumoren (n= 28866) (basierend auf Bouaoun et al. 2016;
Soussi und Wiman 2015).

B: TP53-Mutationseffekte aus A verglichen mit typischen Onkogenen (links von 7P53) und anderen,
typischen Tumorsuppressorgenen (rechts von 7P53). KRAS (n=47336), BRAF (n= 56864), PIK3CA (n=
17349), TP53 (n=28866), PTEN (n= 6519), RB1 (n=3189), APC (n=10722) (basierend auf Soussi und
Wiman 2015).
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Um nun die tumorsuppressive Fahigkeit einzelner p5S3-Mutanten ermitteln zu konnen,
miissen experimentell die daraus resultierenden Phinotypen charakterisiert werden
(Kotler et al. 2018). Zum Screening dieser Mutanten in einem hohen Durchsatz wurden
sogenannte Libraries verwendet, die viele verschiedene Sequenzen unterschiedlicher
Mutationen von 7P53 besitzen (vgl. Kitzman et al. 2015). Dadurch kénnen innerhalb
eines Experiments viele einzelne Punktmutationen gleichzeitig untersucht werden (Kotler
et al. 2018). Das Ersetzen einer bestimmten Aminosdure mit jeder einzelnen anderen
codierenden Aminosdure wird saturierte Mutagenese genannt (Reetz und Carballeira
2007). 2018 wurde von Kotler et al. erstmals eine saturierte Mutagenese der DNA-
bindenden Domine von p53 in vitro durchgefiihrt (Kotler et al. 2018). Dafiir wurden
lentivirale Vektoren mit einem mutierten p53-Leserahmen (ORF, open reading frame) in
Zellen transduziert, die vorher kein p53 exprimiert hatten (p53-null). Anschlieend
wurden die Zellen an drei Zeitpunkten innerhalb von 14 Tagen nach Infektion geerntet
und die An- bzw. Abreicherung jeder einzelnen Mutante in diesem Zeitraum (relative
fitness score) berechnet.

Projekte wie diese dienen dazu, eine umfassende funktionelle Charakterisierung von p53-
Mutationen zu erreichen, die essenziell ist, um spéter optimale Therapieschemata und

Prognosebedingungen fiir Patient:innen schaffen zu konnen.
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Abbildung 6: Verteilung der am héufigsten mutierten Codons von 7P53 in menschlichen Tumoren.
n=27847. Die sechs am hdufigsten mutierten Codons (hotspot-Codons) wurden beschriftet. Unterhalb des
Diagramms sind Bereiche markiert, die fiir unterschiedliche Doméadnen von p53 kodieren. TAD =
Transaktivationsdomidne; DBD = DNA-bindende Domine; TD = Tetramerisierungs-Doméne; CTD =
Carboxy-terminale Doméine (basierend auf Stiewe und Haran 2018; Tate et al. 2019; TCGA Research
Network).
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1.4. Die Methoden der Genomeditierung

1.4.1. Die Reparatur von DNA-Doppelstrangbriichen

Wie bereits erwihnt, wird durch Proteine wie p53 die Zellproliferation bei genotoxischem
Stress pausiert (Appella und Anderson 2001). AnschlieBend kénnen Schiden, wie zum
Beispiel DNA-Doppelstrangbriiche, behoben werden. Fiir die Reparatur von
Doppelstrangbriichen kommen hauptséchlich drei unterschiedliche Mechanismen infrage
(Huertas 2010). Erstens, die nicht-homologe End-zu-End Verkniipfung (non-homologous
end joining, NHEJ), die zu jeder Phase des Zellzyklus stattfinden kann (Lieber 2010;
Wilson et al. 1982). Bei NHEJ werden zwei DNA-Enden durch den Ku70/80-Komplex
gebunden und konnen bei einem glatten Doppelstrangbruch direkt wieder miteinander
ligiert werden (Rassow et al. 2016, S. 527; Sakuma et al. 2016) (Abbildung 7). Zusétzlich
konnen die DNA-Enden zunéchst durch Nukleasen so restringiert werden, dass sie wieder
zueinander passen, anschliefend mit einer DNA-Polymerase resynthetisiert und mit einer
Ligase wieder ligiert werden (Bowater und Doherty 2006). Bei dieser Prozessierung kann
es zu Insertionen oder Deletionen kommen, deshalb ist die NHEJ generell recht

fehleranfillig (Lieber 2010).

Als zweites kann bei Unverfiligbarkeit von NHEJ die Mikrohomologie-vermittelte End-
zu-End Verknilipfung (microhomology-mediated end joining, MMEJ; auch alternatives
EJ) stattfinden (McVey und Lee 2008). Dieser Mechanismus verwendet 5-25 Basenpaar
(bp) lange Mikrohomologie-Sequenzen an den DNA-Enden, die neu verkniipft werden
(Lieber 2010) (Abbildung 7). Dadurch kommt es jedoch immer zu Deletionen um die
ehemalige Bruchstelle herum (McVey und Lee 2008).

Der dritte Weg ist die homologe Reparatur (homology-directed repair, HDR), die nur
zustande kommen kann, wenn sich eine homologe DNA-Sequenz im Nukleus befindet
(Featherstone und Jackson 1999). Zum Beispiel passiert das im Rahmen der homologen
Rekombination in der spiten S-Phase oder G2-Phase des Zellzyklus, wenn die DNA
verdoppelt in zwei Schwesterchromatiden vorliegt (Rassow et al. 2016, S. 527). Zur
Reparatur des Doppelstrangbruchs kann nun das unbeschidigte Schwesterchromatid als
Vorlage herangezogen werden, wodurch eine sehr effiziente, meist fehlerfreie Reparatur
der Lasion moglich ist (Li und Heyer 2008) (Abbildung 7). HDR kann aber auch moglich
sein, indem statt eines gesamten Schwesterchromatids nur eine kleine Homologie-

Sequenz intranukledr fiir den Bereich um den Doppelstrangbruch herum vorhanden ist,

14



Einleitung

zum Beispiel im Rahmen eines Plasmids, was experimentell in eine Zelle gebracht wurde

(Featherstone und Jackson 1999).

Doppelstrangbruch

A\

NHEJ / \I:IIMEJ

Ku 73/8{ Mikrohomologie

:8:: HDR e

S ||| | E—

v
Homologe DNA-Sequenz

Abbildung 7: Schematische Darstellung der drei Haupt-Reparaturmechanismen einer Zelle nach

Doppelstrangbruch.
NHEJ = Non-Homologous End Joining, HDR = Homology-Directed Repair, MMEJ = Microhomology-
Mediated End Joining. Basierend auf Sakuma et al. (2016).

1.4.2. CRISPR/Cas9

Das in dieser Arbeit verwendete CRISPR (clustered regularly interspaced short
palindromic repeats) / Cas9 (CRISPR-assoziierte Nuklease 9) - System hat die
Moglichkeiten, Zellen gezielt editieren zu konnen, revolutioniert, weshalb fiir die
Entdeckung auch der Nobelpreis der Chemie 2020 verliechen wurde (Jinek et al. 2012).
Das CRISPR/Cas9-System ist ein natilirlicher Abwehrmechanismus, mit dem sich
Bakterien gegen Eindringlinge, wie zum Beispiel Viren, verteidigen konnen (Barrangou
et al. 2007). Hierzu wird fremde DNA des Eindringlings in das Genom des Wirts
eingebaut (Protospacer-DNA), anschlieBend werden davon RNA-Sequenzen (CRISPR
RNA, crRNA) transkribiert (Horvath und Barrangou 2010) (Abbildung 8). Diese crRNAs
haben an ihrem 5° Ende eine mindestens 20 bp lange komplementire Sequenz zur

Protospacer-DNA und lagern sich mit einer partiell komplementéiren tracrRNA (trans-
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activating ctRNA) zusammen (Deltcheva et al. 2011). Diese RNAs agieren zusammen
mit der Nuklease Cas9, indem die crRNA:tracrRNA die Cas9 zu der entsprechenden
Stelle der Fremd-DNA fiihrt (deshalb wird crRNA:tracrRNA auch single guide RNA,
sgRNA genannt) und diese durch Bindung mit der Protospacer-Sequenz markiert (Jinek
et al. 2012; Sander und Joung 2014). Anschliefend fiihrt die Cas9-Nuklease einen
Doppelstrangbruch neben der gebundenen sgRNA durch, zwischen drittem und viertem
Nukleotid wupstream der sogenannten PAM-Sequenz (Protospacer-adjacent motif)
(Mojica et al. 2009). Bei der hier verwendeten Cas9, die aus dem Bakterium
Streptococcus pyogenes isoliert wurde (SpCas9), besteht diese PAM-Sequenz aus den
Basen NGG und liegt unmittelbar 3¢ von der sgRNA-Sequenz (Sander und Joung 2014).

Protospacer-DNA
Cas9 PAM-Sequenz

 ZiEH-DNA _—
3 THTR RN

5't 3
/ (‘ g
crRNA
/3!

tracrRNA

Abbildung 8: Schematische Darstellung des CRISPR/Cas9-Systems.
Basierend auf: Jinek et al. (2012).

Dieses System konnte darauthin so modifiziert werden, dass es auch in Zellen anderer
Lebewesen angewendet werden kann (Le Cong et al. 2013). Durch Einschleusen von
sgRNAs mit spezifischer Sequenz kann so an festgelegten Stellen ein Doppelstrangbruch
induziert werden (Jinek et al. 2012). So konnen beispielsweise gezielt Gene deaktiviert
werden, da nach dem Doppelstrangbruch durch induziertes NHEJ deaktivierende

Deletionen oder Insertionen (sog. Indels) entstehen konnen (Le Cong et al. 2013).

Dariiber hinaus kann durch simultanes Einschleusen einer DNA-Sequenz, die an ihren
Enden komplementdr zu den entstandenen Enden des Doppelstrangbruchs ist (Donor-
DNA), die HDR der Zellen induziert werden (Le Cong et al. 2013). Dadurch kénnen
gewiinschte Anderungen der DNA-Sequenz durchgefiihrt werden, indem zuvor
spezifische Verdnderungen, wie etwa Punktmutationen auf der Donor-DNA
vorgenommen wurden. Natiirlicherweise ziehen Zellen jedoch NHEJ dem HDR vor

(Symington und Gautier 2011), sodass in Experimenten mit CRISPR/Cas9 in
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Sdugetierzellen meist nur eine geringe Effizienz erreicht werden konnte (Komor et al.

2016).

Cas9 besitzt zwei unterschiedliche Doménen fiir das Schneiden des DNA-Strangs, eine
fiir den codogenen und eine fiir den nicht-codogenen Strang (Jinek et al. 2012). Somit
kann durch bestimmte Aminosduresubstitutionen, wie zum Beispiel Aspartat zu Alanin
an Position 10 (D10A), bei Cas9 die Aktivitit einer Nukleasedomine deaktiviert werden,
wihrend die DNA-Bindungsfahigkeit erhalten bleibt, wodurch sie nur noch einen statt
beider DNA-Stringe schneiden kann (sogenannte Nickase, nCas9) (Jinek et al. 2012; Le
Cong et al. 2013). Die Reparatur dieser Einzelstrangbriiche kann dann entweder nahtlos
oder durch HDR erfolgen, wodurch die Rate des fehleranfélligen NHEJ reduziert wird
(Mali et al. 2013; Le Cong et al. 2013). Bei Deaktivierung beider Cas9-Domainen, die fiir
die DNA-Strangbriiche zustindig sind, kann eine katalytisch komplett defiziente Cas9
(dCas9) generiert werden (Gasiunas et al. 2012; Jinek et al. 2012).

Auch mit teilweise oder vollstdndiger katalytischer Inaktivitit werden nCas9 bzw. dCas9
weiterhin durch sgRNAs zu der entsprechenden Protospacer-DNA-Sequenz geleitet (Qi
etal. 2013; Hsu et al. 2013; Sander und Joung 2014). So kdnnen beispielsweise heterologe
Effektoren, die am Cas9-Protein hdngen, zu einer spezifischen Sequenz geleitet werden
(Perez-Pinera et al. 2013). Durch Verkniipfung von dCas9 z.B. mit einem
Transkriptionsfaktor kann eine Steigerung der Genexpression erreicht werden, indem
dCas9 mit einer entsprechenden sgRNA den Transkriptionsfaktor zu dem entsprechenden

Promoter rekrutiert (Bikard et al. 2013; Perez-Pinera et al. 2013).
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1.4.3. Base Editing

Bei einer recht neuen Methodik, genannt Base Editing, wurde sich diese Verkniipfung
einer Cas9 mit einem Fusionsprotein ebenfalls zu Nutze gemacht, indem eine Desaminase
mit einer nCas9 verkniipft wurde (Komor et al. 2016; Wang et al. 2018) (Abbildung 9).
Dieses Konstrukt, genannt Base Editor, kann durch Desaminierung Basensubstitutionen
von Cytosin zu Thymin (C zu T) durchfiihren. Schon lange ist bekannt, dass diese Art des
Basenaustauschs auch im menschlichen Korper beobachtet werden kann (Greenblatt et
al. 1994). Insgesamt sind C zu T Basensubstitutionen die am héufigsten beobachteten
Mutationen von 7P53 in menschlichen Tumoren (Bouaoun et al. 2016) (Abbildung 10 A)
und C zu T Transitionen an CpG-Inseln (s. unten) sind die am hédufigsten beobachteten

Mutationen in menschlichen Erkrankungen (Schiibeler 2015).

Base Editing-

UGIs
Fenster \ nCas9 /
Ziel-DNA
" [T
3’

5’ 3

5!
APOBEC3A /

Abbildung 9: Schematische Darstellung des Base Editors.
UGISs = Uracil-DNA-Glykosylase-Inhibitoren.

Eine spontane Desaminierung von Cytosin resultiert in der Base Uracil, die
normalerweise nicht in der DNA vorkommt (Rassow et al. 2016, S. 521)
(Abbildung 10 B). Uracil kann deshalb von dem Korrekturenzym Uracil-DNA-
Glykosylase erkannt und repariert werden (Schiibeler 2015). Wird dies jedoch nicht
rechtzeitig erkannt, resultiert dies bei der nédchsten DNA-Replikation in einer
Basensubstitution von C zu T, da Uracil die gleiche Bindungseigenschaften wie Thymin
hat (Rassow et al. 2016, S. 521). AuBBerdem liegt Cytosin zur Transkriptionsregulation
oftmals methyliert als 5-Methylcytosin vor (Vardimon et al. 1982; Schiibeler 2015).
Diese Methylierung geschieht hauptsédchlich an Cytosin-Basen auf die eine Guanin-Base
folgt (CpG-Dinukleotide) und ist essenziell fiir die Entwicklung eines Organismus, da
durch die Methylierung epigenetisch z.B. die Expression von Genen reguliert werden

kann (Suzuki und Bird 2008). Die Desaminierung von 5-Methylcytosin resultiert in der
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Base Thymin, die nicht von der Uracil-DNA-Glykosylase erkannt werden kann und somit

eine Reparatur erschwert ist (Weinberg 2014, S. 540) (Abbildung 10 B).

Diese Desaminierung kann nun gezielt von Desaminasen, wie die in dieser Arbeit
verwendete APOBEC3A (Apolipoprotein B mRNA editing enzyme, catalytic
polypeptide-like 3A), katalysiert werden (Teng et al. 1993). Da jedoch die meisten
Desaminasen, wie auch APOBEC3A, urspriinglich Teil des RNA-Editosoms sind, sind
sie nur an einzelstrangiger DNA aktiv (Harris et al. 2002).

A

24.71% C>T bei CpG
19.41% C>T
14.62% C>A
11.22% A>G
7.26% C>G
5.58% A>T
3.81% A>C
8.75% Deletion
2.72% Insertion
1.92% sonstige

OONREOOCDN

B 2 NH,

NH
i . i
Cytosin (J\N 3 Ny Methylcytosin
N/J\o )\o
3

:
ssDNA ssDNA
Desaminierung durch APOBEC3A

0
Uracil Me Thymin
| NH | NH
N/J\o N/J\o
3 3
ssDNA ssDNA

Abbildung 10: Mutationstypen in 7P53 und Desaminierung des Base Editors

A: Darstellung der hdufigsten Mutationstypen in menschlichen 7P53 unter Hervorhebung der C>T
Mutanten (N=28866). Basierend auf: Bouaoun et al. (2016)

B: Darstellung der Desaminierung von Cytosin oder Methylcytosin im Rahmen des Base Editing. ssDNA
= Einzelstrangige DNA, da die verwendete Desaminase nur an einzelstrangiger DNA agieren kann. Me =

Methylgruppe (CH3). Verdndert aus Ito et al. (2017).
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Bei Untersuchung der Cas9 (wie auch nCas9 und dCas9) fiel auf, dass im Rahmen der
komplementiren Bindung der sgRNA mit der Protospacer-DNA die letztere durch Cas9
in Einzelstringe aufgetrennt wird (Jore et al. 2011). Dies geschieht unter Ausbildung
eines sogenannten R-Loops (Thomas et al. 1976). An diesem freiliegenden DNA-Strang
konnen nun durch Enzyme wie beispielsweise der APOBEC3A, die mit einer nCas9 oder
dCas9 verkniipft ist und dadurch auch direkt an diesem freiliegenden Einzelstrang
lokalisiert ist, Basensubstituierungen durch Desaminierung durchgefiihrt werden (Komor
etal. 2016; Wang et al. 2018). Diese Desaminierung erfolgt in einem bestimmten Editing-
Fenster, bezogen auf die Zielsequenz der verwendeten sgRNA, was bei der APOBEC3A
als Base 2-13 der sgRNA aus 5‘-Richtung definiert ist (Wang et al. 2018). Dieses weite
Editing-Fenster kommt durch die sehr hohe C zu T Transitionseffizienz der humanen
APOBEC3A (hA3A) zustande (Ito et al. 2017). Um das Editing-Fenster zu schmilern
und damit die Prézision des Base Editors zu erh6hen, wird die Desaminase-Aktivitit von
hA3A durch die Punktmutation Y 130F verringert (Shi et al. 2017; Wang et al. 2018). Der
in dieser Arbeit verwendete Base Editor pCMV-hA3a-eBE-Y130F (Wang et al. 2018)
zeigt ein Editing-Fenster der sgRNA-Zielsequenz von Base 3-8 aus 5°-Richtung (Wang
etal. 2019) (Abbildung 9). Die nCas9 wird der dCas9 in diesem Rahmen vorgezogen, da
durch Einzelstrangbruch des nicht-desaminierten Strangs der desaminierte und dadurch
verdnderte Strang als neue Vorlage zur Reparatur verwendet wird (Huang et al. 2021).
Dadurch erhoht sich die Wahrscheinlichkeit einer erfolgreichen Editierung (Huang et al.
2021). Die Editierungseffizienz wird zusétzlich erhoht, indem der natiirliche
Reparaturmechanismus des entstehenden Uracils durch die Uracil-DNA-Glykosylase
durch mehrere Kopien des entsprechenden Uracil-DNA-Glykosylase-Inhibitors (UGI),
die ebenfalls als Fusionsproteine an der Desaminase hingen, gehemmt wird (Nishida et

al. 2016).

Insgesamt kann so die Editierungseffizienz bestimmter genomischer Loki im Vergleich
zu CRISPR/Cas9 und HDR deutlich gesteigert werden, jedoch mit einer deutlich
eingeschrinkteren Flexibilitdt (Kim et al. 2017; Komor et al. 2016).
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1.5. Ziele des Projekts

1.5.1.  Die Generierung von H460** 'S PyroS Zellen

Durch ein immer umfassenderes Bild der molekularbiologischen Vorginge in
Tumorzellen haben sich die onkologischen Therapieansétze in den letzten Jahren immer
mehr in Richtung einer Patienten-individuellen Behandlung entwickelt (Cheng et al.
2019; Gambardella et al. 2020). Fiir einige Onkogene sind mittlerweile Inhibitor-
Molekiile zugelassen, die Tumorproliferation verhindern, indem sie spezifisch bestimmte
Genotypen eines Tumors hemmen (z.B.Slamon et al. 2001; O'Brien et al. 2003; Shaw et
al. 2013). Die medikamentdse Reaktivierung eines Tumorsuppressors wie p53 zu
induzieren, ist jedoch schwieriger als Onkogene in Tumoren zu inhibieren (Morris und
Chan 2015). Es wurde zwar in vivo gezeigt, dass eine experimentelle Reaktivierung von
p53 eine Tumorregression bewirkt (Klimovich et al. 2022; Ventura et al. 2007), jedoch
ist bis heute kein auf mutiertes p53-zielendes Medikament in der Krebstherapie
zugelassen (Zhu et al. 2020) (Stand Juli 2022). Neben der Entwicklung neuer, auf
mutiertes p53 zielender Medikamente (Sallman 2020; Bykov et al. 2018), kann ein
weiterer Ansatz sein, die Funktionalitit einzelner p53-Mutanten genau zu
charakterisieren, um dann feststellen zu kénnen, welche konventionellen onkologischen
Therapieansitze am geeignetsten sind, um einen Tumor mit einer spezifischen Mutante
behandeln zu konnen. Insgesamt ist aber immer noch viel zu wenig tliber das Verhalten
und den Charakter der allermeisten Nicht-hotspot-Mutanten bekannt, die im Gesamten
70 % des pS3-Mutoms ausmachen (Bouaoun et al. 2016).

Im Rahmen dieser Arbeit wurde eine Zelllinie generiert, in der beliebige Mutationen
direkt in den endogenen 7P53-Lokus eingebaut werden konnen. Diese p53-Mutanten
konnen so unter physiologischer Expression und unter Erhalt physiologischer Regelkreise
beobachtet und charakterisiert werden. Diese Mutagenese erfolgte durch CRISPR/Cas9
und HDR, bei der durch Mutationen im Donor-Vektor gewiinschte Mutationen in den
genomischen Lokus eingebaut werden konnten (Jinek et al. 2012).

Um diese Zelllinie generieren zu kdnnen, sind einige Umwege nétig, da sich eine direkte
Editierung des endogenen Lokus durch CRISPR/Cas9 und HDR in vorigen Studien als
recht ineffizient gezeigt hatte, insbesondere weil durch den induzierten
Doppelstrangbruch das WTp53 der H460-Zellen aktiviert wird (Mali et al. 2013; Wang
et al. 2013). Um zudem unerwiinschte und unkontrollierbare Ereignisse der anderen p53-

Allele wihrend der Mutagenese zu vermeiden, wurden zwei der drei Allele durch
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Deletionen inaktiviert, wodurch nur ein Allel editiert und exprimiert wurde. Auf das
spater zu editierende Allel wurde eine loxP-EF1a-eGFP-T2A-PAC-STOP-PolyA-loxP —
Kassette (im Folgenden: LSL-Kassette) iiber CRISPR/Cas9 und HDR eingebaut. Zur
Steigerung der HDR-Effizienz befanden sich der LSL-Kassette vor- und nachgeschaltet
zwei der TP53-Sequenz entsprechenden Homologie-Arme (HA1 und HA2). Die LSL-
Kassette exprimierte iiber den EFla-Promoter Griin-fluoreszierendes Protein (GFP),
sowie eine Puromycin-N-Acetyltransferase (PAC, codierenden Gen: pac) (Vara et al.
1985). Das entstehende Protein der exprimierten polycistronischen mRNA wird wihrend
der Translation durch das dazwischen eingefiigte T2A-Peptid getrennt (Ryan et al. 1991).
Die PolyA-Sequenz zusammen mit dem Stopp-Codon fiihrte zum Transkriptionsabbruch
und dadurch zu einem 7P53-Knockout-Allel. Die flankierenden loxP-Sequenzen dienen
der spiteren Rekombination durch die Cre-Rekombinase (Sauer und Henderson 1988),
die {iiber einen adenoviralen Vektor eingebracht wurde. Nach erfolgreicher
Rekombination entsteht so wieder ein aktiv exprimierendes 7P53-Allel. Nach
Etablierung dieser Zelllinie wurden anschlieend erste Mutagenese-Experimente im
kleinen Rahmen durchgefiihrt, um die generelle Funktionalitdt des Systems zu validieren.
In Zukunft konnen so die meisten p53-Mutanten generiert werden. AnschlieBend kdnnen
diese Mutanten in ihrer Funktion charakterisiert werden und es kann getestet werden,

welche bekannten Therapieoptionen fiir die jeweilige Mutante optimal sind.

1.5.2. Mutagenese von Exon 8 durch den Base Editor

Base Editing ist eine recht neue Methode der Baseneditierung, mit Erstetablierung im
Jahr 2016 (Komor et al. 2016). Der hier verwendete Base Editor pCMV-hA3a-eBE-
Y 130F wurde relativ kiirzlich im Jahr 2018 generiert und getestet (Wang et al. 2018). Da
diese Methodik jedoch eine sehr hohe Baseneditierungs-Effizienz von >90 % je nach
genomischen Lokus gezeigt hatte, wirkte dies sehr vielversprechend und sollte im
Rahmen dieser Arbeit an weiteren Zelllinien beziiglich der Effizienz und Spezifitét
getestet werden. Auch wenn die Flexibilitit des Einsatzes eingeschrinkt ist, da nur C zu
T-Editierungen moglich sind und dies auch nur in unmittelbarer Nihe einer NGG-
Sequenz, besteht die Moglichkeit, TP53-hotspot-Codons wie etwa R273 oder R282 sehr
effizient zu mutieren. Zusitzlich wurde eine Art Base Editor-Library des Exon 8 von
TP53 transtiziert. Dies ermdglichte Einblicke in die Baseneditierungs-Effizienz, aber
konnte auch erste Aussagen iiber die Pridiktabilitdt der editierten Basen und das

bevorzugte Base Editing-Fenster geben.
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2. Material

2.1. Zelllinien

Tabelle 1: Zelllinien

Zelllinie TP53-Status | Beschreibung

NCI-H460 | WT/WT/WT

Humane grof3zellige Lungenkarzinom-Zellen mit
WT-TP53 auf 3 Allelen

NCI-H460 | WI/WT/LSL

Humane grof3zellige Lungenkarzinom-Zellen mit LSL-
Kassette auf 1 7P53-Allel und 2 WT-7P53-Allelen

NCI-H460 | A/A/LSL

Humane groB3zellige Lungenkarzinom-Zellen mit LSL-
Kassette auf 1 7P53-Allel und 2 knockout-TP53-Allelen

NCI-H460 | A/A/+™

Humane grof3zellige Lungenkarzinom-Zellen mit
1 aktiven, punktmutierten 7P53-Allel und
2 knockout-TP53-Allelen

HCT116 WT/WT

Humane Kolorektalkarzinom-Zellen mit
WT-TP53 auf 2 Allelen

HCT 116 | A/WT

Humane Kolorektalkarzinom-Zellen mit 1 WT-TP53-
und 1 Knockout-TP53-Allel

2.2. Bakterien

Tabelle 2: Bakterien

Name Bakterienstamm Hersteller
™ _y .
EE?S%MAX islzllzfrrcl)ﬁg;s;lelnt) Thermo Fisher Scientific
2.3. Viren
Tabelle 3: Viren
Virusart Name Bestellnummer Hersteller
Adenovirus VQ-Ad-CMV-Cre 23349 ViraQuest, Inc.
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2.4. Antikorper

Folgende Antikorper wurden im Rahmen dieser Forschung verwendet. Alle verwendeten
Antikorper wurden in 5 % (w/v) Magermilchpulver in TBS-T verdiinnt.

Tabelle 4: Primire Antikorper

Name Verdiinnung | Organismus | Hersteller ﬁliritelelzvjmmer
o -p53 DO-1 1:5.000 Maus Dr. B. Vojtesek 103

a - P - Aktin 1:2.500 Maus Abcam 180

a-p2l 1:200 Maus SantaCruzBiotech | 462

o - mdm2

Hybridoma- 1:1 Maus Christine Blattner | 550
Uberstand
Tabelle 5: Sekundére Antikorper

AG Stiewe
Name Verdiinnung | Organismus | Hersteller Interne
Nummer
Maus - IgG; HRP-linked | 1:1.250 Schaf Amersham | 11
- +L):

Z[li?; Fllif)}r(ff% SI—J)l;n red 1:2.500 Ziege Invitrogen | 265
2.5. Enzyme und Enzympuffer
Tabelle 6: Enzyme und Enzympuffer

Name Artikelnummer Hersteller

Z); ﬁpiorlorless GoTaq® Reaction M7921 Promega GmbH

BbsI (10.000 U/ml) R0539 New England Biolabs
Bsal-HF®v2 (20.000 U/ml) R3733 New England Biolabs
CutSmart® Puffer B7204 New England Biolabs
EcoRI-HF® (20.000 U/ml) R3101 New England Biolabs
GoTaq® DNA-Polymerase M3001 Promega GmbH
NEBuffer™ 2.1 B7202 New England Biolabs
QIAGEN Proteinase K 19131 QIAGEN N.V.
RNAse A (DNase-frei) A3832 AppliChem GmbH
T4 DNA-Ligase (400.000 U/ml) M0202 New England Biolabs
z;aj;’;:‘;;:;q (Mg-free) Reaction | 5o sg New England Biolabs
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2.6. Plasmide

Tabelle 7: Plasmide

AG Stiewe
Name Hersteller interne
Nummer
MCS1-EF1a-GFP-T2A-Puro-pA-MCS2- System Biosciences, E554
PGK-hsvTK LLC (HR700PA-1)
px330 Intron5 sg7 AG Stiewe, S. Mutlu | E829
. AG Stiewe, M.
HR700 R175 mutant library Klimovich F033
) AG Stiewe, M.
- +
px459-sgRNA in5 p53+T Klimovich F119
HR700- .
PA+HAIS+HA2L R175 CRISPR Ri7sH | 2O Stiewe, J. Funk | F167
HR700- .
PA+HAIS+HA2L R175 CRISPR R175p | 2O Stiewe,J. Funk | F168
HR700-
AG Sti .Funk | F169
PA+HAIS+HA2L R175 CRISPR R175Stop | *C Stiewe J. Fun
AG Sti .
HR700-PA+HAI S+HA2 L GoldenGate G Stiewe, J F256
- - Schneikert
pX459 Hygro sgPuro.3 sgRNA Puro.3 AG Stiewe, J. Funk | F428
HR700-
Diese Arbeit F691
PA+HAI S+HA2 L GoldenGate insT W | Dics¢ Arbel )
Jia Chen (Wang et
pCMV-hA3A-eBE-Y130F al. 2018), (Addgene | F761
#113423)
pGL3 U6 PGK puro sgluc AG Stiewe, J. Funk | F762
pGL3 U6 PGK puro sgR273 1 AG Stiewe, J. Funk | F763
pGL3 U6 PGK puro sgR273 2 AG Stiewe, J. Funk | F764
Xinxu Huang (Shen
pGL3 U6 sgRNA PGK puromycin et al. 2014), F765
(Addgene #51133)
pgl3-U6-sgRNA1-27insert PGK-puro Diese Arbeit F819
pGL3-U6-sgRNA3 insert PGK-puro Diese Arbeit F949
AG Sti .
pEYFP-N1 G Stiewe, O OT9
Timofeev
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2.7. Oligonukleotide

Folgende Primer, sgRNAs und siRNAs wurden wihrend dieser Forschung verwendet.

Tabelle 8: Primer

Name Sequenz 5° > 3¢ Qgi:i}f
qPCR-Primer
RTp21 for TGGAGACTCTCAGGGTCGAAA 63
RTp21 rev CCGGCGTTTGGAGTGGTA 64
hp53 qPCR_for ATCTACTGGGACGGAACAGC 4536
hp53 qPCR rev GCGGAGATTCTCTTCCTCTG 4537
hGAPDH_¢PCR _for2 CTATAAATTGAGCCCGCAGCC 6502
hGAPDH_qPCR rev2 ACCAAATCCGTTGACTCCGA 6503
PCR-Primer
TP53-Ex5 for GGGTTGCAGGAGGTGCTTAC 736
ENTR-p53-R TCAGTCTGAGTCAGGCCCTTC 1080
E2 ATGGAGGAGCCGCAGTCAGAT 1384
TP53-Ex8-9Seq_rev GCCCCAATTGCAGGTAAAAC 3488
T7 Assay hp53 2 rev GATGGTGGTACAGTCAGAGCC 6535
T7 p53 Exon 5 _rev GCACATCTCATGGGGTTATAGGGA 6558
MCS2 HR700PA 1 f GGGGGCTGTCCCTAGATCTATAA 7776
TPS3 ex5 NGS BCI1 r AGAACCAGAAGACTTGCCAACTGGCCAAG 9624
ACCT
p53 4 F GGACCTGGTCCTCTGACTGCTC 9972
LSL-FW-4 (Puro) GGCCTTCCATCTGTTGCTG 10152
#P53Int4-forl CCCTTTGGCTTCCTGTCAGTG 10255
TP53 mutPAM f BCOI cgtacaagagacaAGCAATCAGTGAGGAA 10540
- - TCAGAGGCCTCC
TP53 mutPAM f BCO3 cgtactagcagacAGCAATCAGTGAGGAA 10541
- - TCAGAGGCCTCC
TP53 mutPAM f BCOS tcttgagtatctgtAGCAATCAGTGAGGA 10542
- - ATCAGAGGCCTCC
sgp53.13P6rev GTCATCCAAATACTCCACACGCA 10875
p53_Inl_fwl GGTGACCCAGGGTTGGAAGTGT 13931
p53_Ex4 fw3 AGCAATGGATGATTTGATGCTG 13933
GFP_revl TGGGGTGGATGGCGCTCTTGAA 13934
TP53 NestedEx8fwl TGCCTCTTGCTTCTCTTTTCCT 14026
TP53 NestedEx8fw2 TGGGAGTAGATGGAGCCTGGT 14027
TP53 NestedEx8rev2 CGCTTCTTGTCCTGCTTGCT 14028
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TP53 NestedEx8revl

TGCACCCTTGGTCTCCTCCA

14029

p53_in5_SpockDel fwl

CAGGTCCTCTGATTCCTCAC

14030

Tabelle 9: sgRNAs

Name

Sequenz 5° > 3’

TP53 sgRNA eBE Ex8 FWDI

ccggGTAGTGGTAATCTACTGGGA

TP53 sgRNA eBE Ex8 FWD2

ccggGCCTCGCTTAGTGCTCCCTGG

TP53 sgRNA_eBE Ex8 FWD3

cCcggGTGGGAGAGACCGGCGCACAG

TP53 sgRNA eBE Ex8 FWD4

CCggGACCTCGCTTAGTGCTCCCTG

TP53 sgRNA eBE Ex8 FWD5

ccggGAGAGAATCTCCGCAAGARAG

TP53 sgRNA eBE Ex8 FWD6

ccggGCCCCCAGGGAGCACTAAGCG

TP53 sgRNA eBE Ex8 FWD7

CcCggGAGATTACCACTACTCAGGAT

TP53 sgRNA eBE Ex8 FWDS

ccggGACTAAGCGAGGTAAGCAAGC

TP53 sgRNA eBE Ex8 FWD9

ccggGCCTGGGGGCAGCTCGTGGTG

TP53_sgRNA_eBE_Ex8 FWDI0

ccggGGTGAGGCTCCCCTTTCTTG

TP53 sgRNA eBE Ex8 FWDI1

ccggGCTCACCACGAGCTGCCCCCA

TP53_sgRNA eBE Ex8 FWDI2

ccggGATTCTCTTCCTCTGTGCGC

TP53 sgRNA eBE Ex8 FWDI3

CccggGACTGGGACGGAACAGCTTTG

TP53_sgRNA eBE_Ex8 FWDI14

ccggGTGCGTGTTTGTGCCTGTCCT

TP53 sgRNA eBE Ex8 FWDI5

ccggGCCAGTAGATTACCACTACTC

TP53_sgRNA eBE_Ex8 FWDI16

ccggGCGCCGGTCTCTCCCAGGAC

TP53 sgRNA eBE Ex8 FWD17

ccggGTGCCTGTCCTGGGAGAGAC

TP53_sgRNA eBE Ex8 FWDIS

ccggGCTGAGTAGTGGTAATCTACT

TP53 sgRNA eBE Ex8 FWDI9

ccggGTGCTCCCTGGGGGCAGCTCG

TP53_sgRNA eBE_Ex8 FWD20

ccggGTCTGTGCGCCGGTCTCTCCC

TP53 sgRNA eBE Ex8 FWD2I

ccggGAAGAGAATCTCCGCAAGAA

TP53_sgRNA eBE_Ex8 FWD22

ccggGAAGAGAATCTCCGCAAGAAA

TP53 sgRNA eBE Ex8 FWD23

ccggGTTACCTCGCTTAGTGCTCCC

TP53 sgRNA eBE Ex8 FWD24

ccggGTACCTCGCTTAGTGCTCCCT

TP53 sgRNA eBE Ex8 FWD25

ccggGCCTCACCACGAGCTGCCCCC

TP53 sgRNA eBE Ex8 FWD26

ccggGCCTGAGTAGTGGTAATCTAC

TP53 sgRNA eBE Ex8 FWD27

ccggGTGCGTGTTTGTGCCTGTCC

TP53 sgRNA eBE Ex8 REVI

aaacTCCCAGTAGATTACCACTAC

TP53 sgRNA eBE Ex8 REV2

aaacCCAGGGAGCACTAAGCGAGGC

TP53 sgRNA eBE Ex8 REV3

aaacCTGTGCGCCGGTCTCTCCCAC

TP53 sgRNA eBE Ex8 REV4

aaacCAGGGAGCACTAAGCGAGGTC

TP53 sgRNA eBE Ex8 REVS

aaacCTTTCTTGCGGAGATTCTCTC

TP53 sgRNA eBE Ex8 REV6

aaacCGCTTAGTGCTCCCTGGGGGC
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TP53 sgRNA eBE Ex8 REV7

aaacATCCTGAGTAGTGGTAATCTC

TP53 sgRNA eBE Ex8 REVS

aaacGCTTGCTTACCTCGCTTAGTC

TP53 sgRNA_eBE Ex8 REV9

aaacCACCACGAGCTGCCCCCAGGC

TP53 sgRNA eBE Ex8 REV10

aaacCAAGAAAGGGGAGCCTCACC

TP53 sgRNA_eBE Ex8 REVI1

aaacTGGGGGCAGCTCGTGGTGAGC

TP53 sgRNA eBE Ex8 REVI12

aaacGCGCACAGAGGAAGAGAATC

TP53 sgRNA eBE Ex8 REV13

aaacCAAAGCTGTTCCGTCCCAGTC

TP53 sgRNA eBE Ex8 REV14

aaacAGGACAGGCACAAACACGCAC

TP53 sgRNA eBE Ex8 REV15

aaacGAGTAGTGGTAATCTACTGGC

TP53 sgRNA eBE Ex8 REV16

2aacGTCCTGGGAGAGACCGGCGC

TP53_sgRNA eBE Ex8 REV17

aaacGTCTCTCCCAGGACAGGCAC

TP53 sgRNA eBE Ex8 REVIS

aaacAGTAGATTACCACTACTCAGC

TP53 sgRNA eBE Ex8 REV19

aaacCGAGCTGCCCCCAGGGAGCAC

TP53 sgRNA eBE Ex8 REV20

2aacGGGAGAGACCGGCGCACAGAC

TP53 sgRNA eBE Ex8 REV21

aaacTTCTTGCGGAGATTCTCTTC

TP53 sgRNA eBE Ex8 REV22

aaacTTTCTTGCGGAGATTCTCTTC

TP53 sgRNA eBE Ex8 REV23

aaacGGGAGCACTAAGCGAGGTAAC

TP53 sgRNA eBE Ex8 REV24

aaacAGGGAGCACTAAGCGAGGTAC

TP53 sgRNA eBE Ex8 REV25

aaacGGGGGCAGCTCGTGGTGAGGC

TP53_sgRNA eBE Ex8 REV26

aaacGTAGATTACCACTACTCAGGC

TP53 sgRNA eBE Ex8 REV27

aaacGGACAGGCACAAACACGCAC

TP53 E984 WT fw

GCGCTGCCCCCACCATGAGCGCTGCTCAGA

TAGC

TP53 E984 WT rev

CATCGCTATCTGAGCAGCGCTCATGGTGGG

GGCA

Tabelle 10: siRNAs

Name Sequenz 5° = 3¢ ;Arkltciri:eN“f

p53-sil GAAAUUUGCGUGUGGAGUA si284

p53-si3 GCAGUCAGAUCCUAGCGUC 51286

p53-si4 GGCGAAUAUUUCACCCUUC 51287

nsi ON-TARGETplus Non-Targeting Control nsil53
Pool von Dharmacon™
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2.8.

Tabelle 11: Chemikalien und Reagenzien

Chemikalien und Reagenzien

Name Artikelnummer | Hersteller
1,4-Dithio-DL-threitol (DTT .

; ’ A2948 AppliChem GmbH
C4H100282) Pp-Aem b
2-Propanol Rotipuran® 6752 Carl Roth GmbH + Co. KG

6x Gel Loading Dye, Violett B7024S New England Biolabs
ABsolute qPCR Mix, no ROX ABI1132B Thermo Fisher Scientific
Agar-Agar, bacteriological 2266 Carl Roth GmbH + Co. KG
ﬁfzrgzeaiffo Ultra-Qualitat 2267 Carl Roth GmbH + Co. KG
Ampicillin Natriumsalz K029 Carl Roth GmbH + Co. KG
Aqua ad iniectabilia (H20) 35211 Berlin-Chemie AG
ATP-Losung (10 mM) PV3227 Thermo Fisher Scientific
BM Cyclin 10799050001 | Roche (Merck KGaA)

. . Sigma-Aldrich (Merck
Bovine Serum Albumin (BSA) A7906 Kég}a A) (
Ejg:;umchlond Dihydrat (CaClz x 2 5739 Carl Roth GmbH + Co. KG
Salzsdure Rotipuran® > 32 % (HCI) | P074 Carl Roth GmbH + Co. KG
cOmplete™ EDTA-freier Protease 4693132001 Roche (Merck KGaA)
Inhibitor Cocktail
Eg};ﬁﬁgfo’“d (DMSO) 4720 Carl Roth GmbH + Co. KG
g}gjg?g?ydrogenphOSphat A2943 AppliChem GmbH
DMEM, high glucose, Gibco™ (Thermo Fisher
GlutaMAXé;M:g Pyruvat 31966047 Scientiﬁc()
dNTP-Set, 100 mM Ldsung RO182 Thermo Fisher Scientific
DPBS, kein Kalzium, kein 14190 Gibco™ (Thermo Fisher
Magnesium Scientific)

EDTA (CioH14N2NaxOg x 2 H20) 8043 Carl Roth GmbH + Co. KG
Essigsédure Rotipuran® (C2H40>) 3738 Carl Roth GmbH + Co. KG
Ethanol Rotipuran® 9065 Carl Roth GmbH + Co. KG
Fotales Rinderserum F0304 Sigma-Aldrich (Merck
Forschungsqualitit KGaA)

GeneRuler DNA Ladder Mix SM0331 Thermo Fisher Scientific
Hefeextrakt 2363 Carl Roth GmbH + Co. KG
Hygromycin B Gold Losung ant-hg InvivoGen
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ISOTON® II Diluent 8546719 Beckman Coulter, Inc.
Kaliumacetat (KAc) 4986 Carl Roth GmbH + Co. KG
Kaliumchlorid (KCI) A2939 AppliChem GmbH
Kaliumdihydrogenphosphat .
A1043 AppliChem GmbH
(KH2POy) PP
Kanamycin T832 Carl Roth GmbH + Co. KG
. . Sigma-Aldrich (Merck
Kristallviolett (CasHzoN3Cl) C3886 I;ér;:) tich (Mere
Lipofectamine® 2000 Transfection Invitrogen™ (Thermo
11668 . .
Reagent Fisher Scientific)
Lipofectamine® RNAiMax 13778 Invitrogen™ (Thermo
Transfection Reagent Fisher Scientific)
Magermilchpulver A0830 AppliChem GmbH
Magnesiumchlorid-Hexahydrat .
141396 AppliCh bH
(MgCls x 6 H>0) ppliChem Gm
Methanol Rotipuran® 4627 Carl Roth GmbH + Co. KG
Natriumchlorid (NaCl) 3957 Carl Roth GmbH + Co. KG
Natriumhydroxid (NaOH) 106469 Merck KGaA
mh Lo o1
I;[";mum ydroxid-Losung (NaOH, T 35, 56 VWR International, LLC
Nonidet P40 Alternative
492016 Milli Merck KGaA
Calbiochem® ) illipore (Merck KGaA)
1 ™
NuPAGE™ Antioxidans NP0005 Invitrogen™ (Thermo
Fisher Scientific)
Invitrogen™ (Thermo
PAGE™ LDS P ffer (4 P
NuPAG S Probenpuffer (4 x) | NP0O007 Fisher Scientific)
NuPAGE™ MOPS SDS Laufpuffer NP0001 Invitrogen™ (Thermo
(20 x) Fisher Scientific)
NuPAGE™ Proben-Reducing Agens NP0009 Invitrogen™ (Thermo
(10 x) Fisher Scientific)
Invit ™ (Th
NuPAGE™ Transfer Buffer (20 x) | NP00061 nvitrogen™ (Thermo
Fisher Scientific)
) Sigma-Aldrich (Merck
Nutlin- ML
utlin-3a SML0580 KGaA)
ibco™ (Th Fish
Opti-MEM™ [, GlutaMAX™ 51985 Gibco™ (Thermo Fisher
Scientific)
PageRuler™ P, ned Protei
ageRuler™ Prestained Protein 26617 Thermo Fisher Scientific
Ladder
Penicillin/Streptomycin (10.000 Gibco™ (Thermo Fisher
15140 .
U/ml) Scientific)
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Protein Assay Dye Reagent

5000006 Bio-Rad Laboratories, Inc.
Konzentrat
ibco™ (Th Fish
Puromycin Dihydrochlorid Al11138 Gl]'Z)CO' (Thermo Fisher
Scientific)
QuantStudio™ 3D Digital PCR A26358 Applied Biosystems™
Master Mix v2 (Thermo Fisher Scientific)
RedSafe™ Nukleinsdure-
21141 HiSS Di tics GmbH
Fiirbelsung (20.000 x) 13 Laghostes Lt
ey .
RPMI 1640 Medium, GlutaMAX™ | 61870036 Gibeo™ (Thermo Fisher
Scientific)
TagMan® Copy 4400294 Applied Biosystems™
Number GFP _seq assay (Thermo Fisher Scientific)
TagMan™ Kopienanzahl- Applied Biosystems™
4403326 . .
Referenzassay, RNase P (Thermo Fisher Scientific)
Tris PUFFERAN® (C4H11NO3) 4855 Carl Roth GmbH + Co. KG
Trypsin-EDTA-L&sung (10,000 T4174 Sigma-Aldrich (Merck
U/ml) KGaA)
Trypton/Pepton aus Casein 8952 Carl Roth GmbH + Co. KG
Tween® 20 A4974 AppliChem GmbH
Bright™ Sirius™ HRP
WesternBright™ Sirius K-12043 Advansta, Inc.
Substrat
2.9. Kits
Tabelle 12: Kits
Name Artikelnummer | Hersteller
MiSeq Reagent Kit v2 Nano MS-103-1001 | [llumina, Inc.
.. . New England Biolabs
Monarch® Total RNA Miniprep Kit | T2010S Gmbi
NEBNext Multipl ligos fii
Yext Multiplex Oligos fur E7335S New England Biolabs
[Nlumina® sequencing
NEBNext® ChIP-Seq Library Prep :
E624 England Biol
Master Mix Set for Illumina® 6240 New England Biolabs
Macherey-Nagel H
NucleoBond® Xtra Midi Kit 740410 acherey-Nagel GmbH &
Co. KG
QIAamp® DNA Blood Mini Kit 51106 QIAGEN N.V
QIAquick® PCR Purification Kit 28106 QIAGEN N.V
QIAshredder™ 79656 QIAGEN N.V
QIAxcel DNA High Resolution Kit | 929002 QIAGEN N.V
i — - - —
QuantStudio™ 3D Digital PCR 20K A26316 Applied Biosystems

Chip-Kits

(Thermo Fisher Scientific)
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QuantStudio™ 3D Digitales PCR- 4485513 Applied Biosystems™

Chip-Adapter-Kit (Thermo Fisher Scientific)

RNase-Free DNase Set 79256 QIAGEN N.V

RNeasy® Mini Kit 74106 QIAGEN N.V

SuperScript™ VILO™ cDNA Invitrogen™ (Thermo Fisher
o 11754 o

Synthesis Kit Scientific)

TOPO™ TA Cloning™ Kit 450071 Thermo Fisher Scientific

2.10. Puffer

Tabelle 13: Puffer

Puffer Protokoll Verwendung
Agar-Platten 1,5 % Agar-Agar LB-medium Elektrotransformation
hinzugefiigt, autoklaviert von Bakterien (3.2.9)
Annealing- 10 mM Tris-HCI (pH 7,5) Golden-Gate
Puffer 50 mM NaCl Klonierung (3.2.8)
e . 20% (v/v) FBS Einfrieren von Zellen
Einfriermedium | 10 % (v/v) DMSO (3.1.3)
in RPMI Vollmedium
Kfistal}violett 3 % (v/v) Kristallviolett in 20 % (v/v) CFA (3.1.9)
Férbelosung Ethanol
Laufpuffer > % (v/v) 20x MOPS SDS-PAGE (3.3.3)
in 2 1 H20
Ladepuffer (6x) 10 mM Tris-HCI (pH 7,4) Gelelektrophorese
50 mM NaCl (3.2.3)
25; Eﬁig:}iﬁakt Elektrotransformation
LB-Medium von Bakterien, Mini-
10 ¢/ L Trypton Préiparation (3.2.9 £
pH 7,5 autoklaviert
50 mM Tris-HCI (pH 7,4)
150 mM NaCl Generierung von
NP-40 5 mM EDTA (pH 8,0) Protein-Lysaten
Lysepuffer 2 % (v/v) NP-40 (3.3.1)
Frisch: 1:10 cOmplete™ Protease
Inhibitor Cocktail
50 mM Tris (pH 7.5)
P1-Puffer 10 mM EDTA (pH 8) '
RNAse A 100 pg/mL Préparation von
{9 SDS Plasmid-Minis
P2-Puffer (3.2.10)
200 mM NaOH
P3-Puffer 3 MKAc
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pH wurde mit Essigsdure auf 5,5 adjustiert

50 mM KCI

10 mM Tris-HCI (pH 8,3)

2.5 mM MgClz x 6 H2O

0,45 % (v/v) NP-40

0,45 % (v/v) Tween® 20
Frisch: 100 pg/ml Proteinase K
6,5 mM NaxHPOg4

1,5 mM KH>POq4
PBS (1x) 2,5 mM KCI vielfaltig
140 mM NacCl

pH 7,2, autoklaviert
40 mM Tris

20 mM acetic acid Gelelektrophorese
1 mM EDTA (pH 8) (3.2.3)

adjustiert auf pH 8,0.
50 mM Tris

TBS (10x) 150 mM NacCl

in H>O, adjustiert auf pH 7,6 SDS-PAGE (3.3.3),
10 % (v/v) 10x TBS Blotting (3.3.4)
TBS-T (1x) 0,1 % (v/v) Tween® 20

in H>O

5 % (v/v) NuPage Transferpuffer (20x)
Transferpuffer 15 % (v/v) MeOH Blotting (3.3.4)
in 21 H>O

Isolation von
genomischer DNA
(3.2.1)

PBND-Puffer

TAE (50x)

2.11. Verbrauchsmaterialien

Tabelle 14: Verbrauchsmaterialien

Name Hersteller

384well FrameStar qPCR-Platten Roche
LC480

96 fast PCR Plate full skirt Sarstedt AG & Co. KG
Biosphere® Filterspitzen (10, 20, 200, 1000 Sarstedt AG & Co. KG
uL)

4titude®

Cryo.s™ Einfriergefal3 (2 ml) Greiner Bio-One GmbH
EasyCap Reagiergefal 1,5 ml, PP Sarstedt
Elektroporation-Kiivette 1mm Kaneka Eurogentec S.A.
Reagiergefd3 (15 ml) Otto E. Kobe KG
Reagiergefal3 (50 ml) Sarstedt
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Glaspipetten (2 ml, 5 ml, 10 ml, 20 ml)

A. Hartenstein GmbH

Immun-Blot PVDF Membran

Bio-Rad Laboratories, Inc.

Injekt® Solo Cone Syringes 10 ml

B. Braun Melsungen AG

Multiply® Pro tube 0,2 ml, PP

Sarstedt AG & Co. KG

NuPAGE™ 4-12 % Bis-Tris Midi Protein Gels

Invitrogen™ (Thermo Fisher
Scientific)

Parafilm® M

Th. Geyer GmbH & Co. KG

Pasteur-Pipetten (Glas)

Otto E. Kobe KG

SafeSeal Reagiergefal3, PP (1,5, 2 ml)

Sarstedt

TC-Zellkultur-Multiwell-Platten mit
Flachboden (6-, 12-, 24-, 96-Well)

Sarstedt AG & Co. KG

TC-Zellkulturplatten mit Flachboden (6 cm, 10
cm, 15 cm)

Sarstedt AG & Co. KG

TipOne® Pipettenspitzen (10, 200, 1000)

STARLAB International GmbH

Zellschaber 25 cm

Sarstedt AG & Co. KG

2.12. Laborgerite

Tabelle 15: Laborgerite

Name

Hersteller

Agagel Standard Gelelektrophorese Kammer

Biometra GmbH

Axiovert 40 CFL

Carl Zeiss Microscopy GmbH

Barnstead™ GenPure™ Pro

Thermo Fisher Scientific

Wasserpurifikation
BD Accuri™ C6 plus Durchflusszytometer Becton Dickinson GmbH
BioPhotometer® 6131 Spektrophotometer Eppendorf AG

Bioruptor Twin UCD-400 Sonifizierer

Diagenode, Inc.

BVC control Fliissigkeits-Absaugsystem

Vacuubrand GmbH & Co. KG

Captair Biocap DNA/ RNA Hood

Erlab

ChemiDoc™ XRS+ Imaging System

Bio-Rad Laboratories, Inc.

Comfort Gefrierschrank (-20 °C)

Liebherr-International Deutschland
GmbH

Criterion™ Blotting-Kammer

Bio-Rad Laboratories, Inc.

GeneAmp® PCR System 9700

Falcon™ Express™ Pipet-Aid® Becton Dickinson GmbH
FiveEasy™ pH meter Mettler-Toledo GmbH
Applied Biosystems™

(ThermoFisher Scientific)

Gel 1X20 UV-Transilluminator

INTAS Science Imaging
Instruments GmbH

Heraeus® B6 Inkubator

Thermo Fisher Scientific
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Heraeus™ Heracell 240

Thermo Fisher Scientific

HERAfreeze™ HLE Series Ultra-Low
Gefrierschrank (-80 °C)

Thermo Fisher Scientific

IKA IKAMAG RCT Magnetriihrer

IKA®-Werke GmbH & Co. KG

KERN 440-47 Priazisionswaage Kern&Sohn GmbH
LightCycler® 480 Roche Molecular Systems, Inc.
MasterCycler® Pro Thermocycler Eppendorf AG

Microlab® STARIlet liguid handling system

Hamilton Company

MicroPulser™ Elektroporations-Apparat

Bio-Rad Laboratories, Inc.

Mr. Frosty™ Gefrierbehilter

Nalgene® (Thermo Fisher
Scientific)

MS104S New Classic MF analytical balance
Feinwaage

Mettler-Toledo GmbH

MSC-Advantage™ Klasse II biologische
Sicherheitswerkbank

Thermo Fisher Scientific

Multitron Standard Inkubationsschiittler

Infors AG

NanoDrop® ND-1000 Spektrophotometer

Thermo Fisher Scientific

Neubauer Improved Zellzahlkammer

Paul Marienfeld GmbH & Co. KG

Pipetman® L

Gilson, Inc.

PowerPac™ 200 Netzteil

Bio-Rad Laboratories, Inc.

PowerPac™ Universal-Netzteil

Bio-Rad Laboratories, Inc.

ProfiLine Kiihlschrank (4 °C)

Liebherr-International Deutschland
GmbH

QIAcube®

QIAGEN N.V.

QIAxcel® Advanced System

QIAGEN N.V.

QuantStudio™ 3D Digital PCR Chip Loader

Applied Biosystems™ (Thermo
Fisher Scientific)

QuantStudio™ 3D Digital PCR System

Applied Biosystems™ (Thermo
Fisher Scientific)

Reax 2000 Vortexer

Heidolph Instruments GmbH & Co.

KG

RMS5 Rollenmischer

Ingenieurbiiro CAT, M. Zipperer
GmbH

Systec VE 150 Autoklaviergerit Systec GmbH
ThermoMixer® C Eppendorf AG
Transferpette™ S8 Multikanalpipette Brand GmbH & Co. KG
WNB14 Wasserbad Memmert GmbH & Co. KG
]fl:liiipslllor :;;Zi,(:znl\fldl-ceu Thermo Fisher Scientific

35



Material

7?2 Coulter® Partikel-Zahler & Grofie-
Analysator

Beckman Coulter, Inc.

Zentrifuge 5810 R
E fA
Zentrifuge 5415 R ppendorf AG
2.13. Software
Tabelle 16: Software
Name Hersteller
Benchling Benchling, Inc.
EditR (v. 1.0.10) Kluesner et al. (2018)
FlowJo® Becton Dickinson GmbH

GDS imager software

INTAS Science Imaging
Instruments GmbH

GraphPad Prism GraphPad Software

ICE Synthego Lab.

Imagelab Bio-Rad Laboratories, Inc.
LightCycler® 480 Roche Molecular Systems, Inc.
Microsoft Office 2019 Microsoft Corporation

NanoDrop® ND-1000

Thermo Fisher Scientific

Photoshop CS6

Adobe Systems Software Ireland
Limited

QIAxcel ScreenGel

QIAGEN N.V.

Software

QuantStudio™ 3D AnalysisSuite™ Cloud

Applied Biosystems™ (Thermo
Fisher Scientific)

Scientific Illustration Toolkits

Motifolio, Inc.

Smart Servier Medical Art

Les Laboratoires Servier

TIDE

Bas van Steensel Lab.

VarScan2 (v. 2.3.9)

Richard K. Wilson Lab.
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3. Methoden

3.1. Methoden in der Zellkultur

3.1.1. Inkubation und Kultivierung aller Zellen

Alle Zellen wurden bei 37 °C und 5 % COz in einem befeuchteten Inkubator gelagert. Die
Arbeit mit Zellen wurde unter sterilen Bedingungen unter einem Abzug mit laminarer

Luftstromung vollzogen.

Die Zellen wurden in Dulbecco’s Modified Eagle (DMEM) Medium (HCT116-Zellen)
bzw. in Roswell Park Memorial Institute (RPMI) 1640 Medium (H460-Zellen) kultiviert.
Dieses wurde jeweils mit 10 % (v/v) fetalem bovinen Serum (FBS), 100 U/ml Penicillin
und 100 pg/ml Streptomycin versetzt. Im Folgenden wird dieses als Vollmedium
bezeichnet.

Da im Rahmen dieser Forschung lediglich adhirente HCT116 bzw. H460-Zellen
verwendet wurden, erfolgte die Kultivierung auf sterilen TC-Zellkulturplatten mit

Flachboden (Sarstedt AG & Co. KG).

3.1.2. Passagieren der Zellen und Ernten von Zellen

Die Zellen wurden zweimal wochentlich vor Erreichen vollstindiger Konfluenz
gesplittet. Hierfiir wurde zunichst das Medium abgesaugt. AnschlieBend wurden die
Zellen vorsichtig mit Dulbecco’s Phosphate Buffered Saline (DPBS) gewaschen. Das
Abtrennen der Zellen von der Platte erfolgte durch Verwendung von 2x Trypsin/EDTA
(Ethylendiamintetraessigsdure) fiir circa 5 min beit 37 °C. AnschlieBend wurde die
Reaktion unter Hinzugabe von neuem Vollmedium gestoppt und die Suspension wurde
in ein Reaktionsgefdl iibertragen. Nach Zentrifugation mit 100x g fiir 5 min wurde der
Uberstand abgesaugt. Das Zellpellet wurde in frischem Vollmedium resuspendiert und
anschliefend ein Teil davon (z.B. 1:10 oder 1:20) auf eine neue Zellkulturplatte
iibertragen.

Wenn die Zellen fiir ein Experiment aullerhalb der Zellkultur geerntet werden sollten,
wurde das Zellpellet nach Zentrifugation und Absaugen des Uberstands mit DPBS
gewaschen. AnschlieBend wurde es erneut bei 100x g fiir 5 min zentrifugiert, der

Uberstand erneut abgesaugt und das Zellpellet fiir weitere Experimente verwendet.
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3.1.3. Einfrieren und Auftauen von Zellen

Um verschiedene Zellen, die in Experimenten verwendet wurden, langfristig zur
Verfiigung zu haben, wurden sie regelmifig durch Aufnahme in einen Stickstofftank
kryokonserviert. Hierfiir wurden die Zellen zunéchst auf 10 cm-Schalen ausgesit. Bei
etwa 90 %iger Konfluenz wurden sie abtrypsiniert (3.1.2) und bei 100x g fiir 5 min
zentrifugiert. AnschlieBend wurde der Uberstand abgesaugt und das Zellpellet wurde in
1 ml Einfriermedium resuspendiert. Das Gemisch wurde dann in 2 ml Kryo-Gefif3e (Otto
E. Kobe KQG) iibertragen und kontinuierlich auf -80 °C heruntergekiihlt durch Benutzung
eines mit 2-Propanol befiillten Mr. Frosty™ Gefrierbehilters (Nalgene® / Thermo Fisher
Scientific). Nach Erreichen von -80 °C wurden die Gefédle in einen Tank mit fliissigem

Stickstoff zur langfristigen Lagerung transferiert.

Um das Auftreten unerwiinschter Effekte der langfristigen Kultivierung, wie zum
Beispiel spontaner Verdnderungen des Erbguts zu minimieren, wurden Zellen regelméfig
frisch aufgetaut. Dafiir wurde die Zellsuspension mdglichst ziigig unter Hinzugabe von 2
ml warmen Vollmediums aufgetaut und in ein 15 ml Reaktionsgefal3 iibertragen. Bei 100x
g wurde flir 5 min zentrifugiert und das Zellpellet anschliefend in 10 ml Vollmedium
resuspendiert. Nun konnte die Suspension auf eine neue Zellkulturplatte zur Kultivierung

iibertragen werden.

3.14. Bestimmung der Zellzahl

Fiir verschiedene Experimente mussten eine bestimmte Anzahl an Zellen ausgesit
werden.

Dies konnte durch Verwendung des Z2 Coulter® Partikel-Zéahler und Grof3e-Analysators
(Beckman Coulter, Inc.) nach Protokoll des Herstellers erfolgen. Dafiir wurden 100 pl
der Zellsuspension in 10 ml isotoner Losung gut vermischt und anschliefend in das Gerét
gestellt. Zur Bestimmung der Zellzahl fiir das anschlieBende Aussden von
Einzelzellklonen erfolgte das Auszdhlen alternativ in einer Neubauer-improved
Zéhlkammer (Paul Marienfeld GmbH & Co. KG). Dies war ein spezieller Objekttrager
mit orthogonal kreuzenden Linien, auf das ein Deckglas unter Beachtung des Auftretens
Newtonscher Ringe angehaftet wurde. Etwa 15 pl Zellsuspension wurden zwischen
Objekttrager und Deckglas aufgetragen und anschlieBend wurden die Eckquadrate
ausgezédhlt. Das Volumen dieser Eckquadrate ist definiert als 0,1 ul. So ergibt sich zur

Bestimmung der Zellzahl pro ml die Formel:
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Zellen) Zellzahl im Eckquadrat = 10.000

Zellzahln (
ml

~ Anzahl aus gezahlter Eckquadrate

3.1.5. Generierung von Einzelzellklonen durch Grenzverdiinnung

Um aus einem polyklonalen Pool an Zellen monoklonale Einzelzellklone generieren zu
konnen, wurde eine Aussaat per Grenzverdiinnung durchgefiihrt. Dafiir wurde eine
Zellsuspension in mehreren Einzelschritten auf 5 Zellen / ml verdiinnt. 100 pl pro Well
von diesem Gemisch wurde dann auf 96-well-Zellkulturplatten aufgetragen, wodurch
mathematisch 0,5 Zellen pro Well ausgesidt wurden. Nach 7 Tagen wurden alle Wells
unter dem Mikroskop analysiert. Wells mit genau einer Kolonie wurden markiert und
konnten fiir weitere Experimente verwendet werden. Wells ohne Kolonie oder mit mehr

als einer Kolonie wurden von der Versuchsreihe ausgeschlossen.

3.1.6. Transfektion unter Verwendung von Lipofectamine® 2000

Fiir eine Transfektion eines Vektors in Zellen wurden zunichst 200.000 Zellen fiir H460
bzw. 250.000 Zellen fiir HCT116 auf 6-well-Zellkulturschalen ausgesit. Am néchsten
Tag wurde das Vollmedium abgesaugt, die Zellen mit DPBS gewaschen und
anschlieend mit RPMI bzw. DMEM + 10 % (v/v) FBS versetzt.

Folgender Reaktionsansatz wurde unter Verwendung von Lipofectamine® 2000

(Invitrogen™ / Thermo Fisher Scientific) vorbereitet:

Reaktionsgefal3 Reaktionsansatz
Gefal3 1 200 pul OptiMEM™ + 5 ul Lipofectamine® 2000
Gefdl3 2 200 pul OptiMEM™ + 25 ng Vektor

Gefall 2 wurde nun in Gefdl} 1 {ibertragen und gut gemischt. Nach 30 min Inkubation bei
Raumtemperatur wurde das Gemisch tropfchenweise auf ein Well der Zellkulturschale
gegeben. Dann wurde fiir 6 h bei 37 °C und 5 % CO> inkubiert und ein Mediumwechsel
auf Vollmedium durchgefiihrt.
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Fiir das R175-Library-Experiment wurden 4x10°® H460-Zellen auf eine 10 cm-Schale
ausgesdt. Nach dem zuvor beschriebenen Verfahren lief die Transfektion unter

Verwendung des folgenden Reaktionsansatzes ab:

Reaktionsgefal3 Reaktionsansatz R175-Library
Gefal3 1 1 ml OptiMEM™ + 23 ul Lipofectamine® 2000
Gefal3 2 1 ml OptiMEM™ + 12,5 ug Vektor

Ab dem 3. Tag nach der Transfektion wurde eine 3-tdgige Selektion mit dem passenden

Antibiotikum begonnen. Die folgenden Antibiotika wurden verwendet:

Antibiotikum Konzentration Selektionsdauer
Puromycin 1 pg/ml 3 oder 7 Tage
Hygromycin B 200 pg/ml 3 Tage

3.1.7. Knockdown von p53 durch siRNA-Transfektion

Zum Nachweis einer p53-spezifischen Bande im Western Blot nach Base Editor
Transfektion wurde ein Knockdown durch siRNAs durchgefiihrt.

500.000 Zellen wurden in eine 6 cm-Zellkulturschale fiir siRNAs und in eine 6 cm Schale
fiir nsiRNA-Kontrolle ausgesit. Nach 24 h Inkubation wurde das Medium abgesaugt, die
Zellen mit DPBS und gewaschen und zu 4 ml Vollmedium gewechselt. Folgender

Reaktionsansatz wurde vorbereitet:

Reaktionsgefal3 Reaktionsansatz

) 300 pul OptiMEM™ + 10 ul Lipofectamine®
Gefili 1 RNAIMAX
Gefdl3 2 300 pl OptiMEM™ + 20 uM siRNA bzw. nsiRNA

Die siRNAs mit der AG Stiewe-internen Nummer #284, #286 und #287 wurden
vermischt und anschlieffend verwendet. Als nsiRNA diente #153. Nun wurde der Inhalt

von Gefdll 2 in Gefd3 1 appliziert und fiir 30 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert.
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AnschlieBend wurde das Gemisch tropfchenweise auf die Zellen appliziert und fiir 3 Tage

inkubiert. Dann wurden Lysate generiert und ein Western Blot durchgefiihrt (s. 3.3.1).
3.1.8. Adenovirale Infektion

Um aus transfizierten TP53-Knockout-Zellen wieder aktiv exprimierende Zellen zu
generieren, wurde die eingefligte LSL-Kassette durch eine Cre-Recombinase
herausgeschnitten (Anton und Graham 1995). Dies geschah durch einen adenoviralen
Vektor, der die Cre-Recombinase liber einen CMV-Promoter exprimierte (ViraQuest,
Inc.).

Zundchst wurden 200.000 Zellen (H460) auf eine 6-well Zellkulturschale ausgesét. Bei
der R175-Library wurden 1x10° Zellen auf eine 6 cm-Zellkulturschale ausgesit. Am
nichsten Tag wurde das Medium zu 0,84 ml auf 6-Well-Schalen bzw. 2,1 ml auf
6 cm-Schalen RPMI-Leermedium + 2 % (v/v) FBS gewechselt. Die Menge an
notwendigem Adenovirus ist unter Anderem abhéingig von der Multiplizitdt der Infektion
(Multiplicity of Infection, MOI), also dem Verhiltnis von Viruspartikeln zu den
infizierten Zellen. Die notwendige Virusmenge wurde anhand folgender Formel
berechnet:

Zellzahl + MOI
Virustiter

Notwendige Virusmenge (ul) =

Der Virustiter war durch den Hersteller bekannt und lag bei 4x107. Als MOI wurde fiir
die H460-Zellen 250 festgelegt. Die berechnete Menge an Virus wurde dann 1:10 in
10 % (v/v) Glycerol in PBS verdiinnt. Nach vorsichtigem Mischen wurde die Probe dann
langsam auf die Zellen appliziert. Die Zellen wurden fiir 1 h bei 37 °C und 5 % CO»
inkubiert unter vorsichtigem Schwenken alle 15 min. Anschliefend wurden 1,16 ml
Vollmedium auf 6-Well-Platten bzw. 2,9 ml auf 6 cm-Platten gegeben. Nach 24 h
Inkubation unter zuvor beschriebenen Bedingungen wurde ein Mediumwechsel zu
frischem Vollmedium durchgefiihrt. Der Erfolg der adenoviralen Infektion wurde durch

Durchflusszytometrie (s. 3.1.10) kontrolliert.

3.1.9. Kolonieformationstest (CFA)

Zur Visualisierung der Resistenz oder Sensitivitit von Zellen gegen bestimmte
medikamentdse Behandlungen wurde ein Kolonieformationstest (colony formation
assay, CFA) durchgefiihrt. Dafiir wurde eine bestimmte Zellzahl (100.000 HCT116-
Zellen bzw. 75.000 H460-Zellen) je in doppelter Ausfithrung auf 6 cm-Zellkulturschalen
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ausgesit. Dem verwendeten Vollmedium wurden 10 uM Nutlin-3a oder
I png/ml Puromycin hinzugefiigt, als Kontrolle wurden stattdessen 10 uM DMSO in
Vollmedium verwendet. Das Medium wurde jeden zweiten Tag in zuvor beschriebener
Weise gewechselt. Nach einer Gesamtinkubation von 7-9 Tagen bis zum Erreichen
vollstindiger Konfluenz wurde das Medium abgesaugt und die Zellen mit 5 ml 70 % (v/v)
Ethanol fixiert. Nach einer Inkubation bei 4 °C {iber Nacht wurde das Ethanol abgesaugt
und die Platten offen unter dem Abzug fiir 15 min getrocknet. Dann wurden die Zellen
mit 5 ml Kristallviolett fiir 30 min geférbt. AnschlieBend wurde das Kristallviolett
entfernt und die Platten in filtriertem Wasser gewaschen. Nach Trocknung der Platten

wurden sie gescannt.

3.1.10. Durchflusszytometrie (FACS)

Die Durchflusszytometrie (Fluorescence-activated cell sorting, FACS) dient der
Messung von Parametern wie Granularitdt, Groe oder Fluoreszenz von Zellen (Hulett et
al. 1969). Hier sollte der Anteil GFP-fluoreszierender Zellen nach Transfektion oder
Infektion bestimmt werden, um dadurch auf die Effizienz des jeweiligen Verfahrens
riickschlieBen zu konnen. Dafiir wurden die Zellen durch Licht der Wellenldnge 488 nm
angeregt. GFP mit Emissionsmaximum bei 509 nm konnte durch einen passenden
Fluoreszein-Isothiocyanat (FITC) Filter von 530/30 nm detektiert werden. Zunéchst
wurden die Zellen von der Zellkulturplatte geerntet (s. 3.1.2). Der Uberstand wurde
abgesaugt, das Zellpellet in 500 pl DPBS gewaschen und bei 100x g 5 min zentrifugiert.
Nach erneutem Absaugen wurde das Zellpellet in 350 ul DPBS resuspendiert und in ein
neues Reaktionsréhrchen iibertragen. Die Messung erfolgte durch den BD Accuri™ C6
plus flow cytometer (Becton Dickinson GmbH) und die Auswertung durch FlowJo®
(FlowJo, LLC; Becton Dickinson GmbH).
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3.2. Molekularbiologische Methoden

3.2.1. Isolation von genomischer DNA

Zur Analyse von genomischer DNA (gDNA) musste diese aus den Zellen isoliert werden.
Nach Ermnten des Zellpellets (s. 3.1.2) wurde die gDNA mithilfe des QiaAMP® DNA
Blood Mini Kits (QIAGEN N.V.) nach beigelegtem Standardprotokoll isoliert und in
25-50 pl H20 eluiert.

Fiir ein PCR-Screening einer 96-well-Platte zur Priifung des richtigen Einbaus der LSL-
Kassette in die H460-Zellen wurde die Zellsuspension zunéchst in eine neue 96-well
Platte mit konischem Boden iibertragen. Die Zellen wurden bei 300x g fiir 5 min
herunterzentrifugiert. Der Uberstand wurde abgesaugt und das Pellet in 100 pl PBND-
Puffer resuspendiert. AnschlieBend wurden die Zellen bei 55 °C fiir 60 min lysiert. Durch
Denaturieren der Proteinase K bei 95 °C fiir 10 min wurde die Lyse gestoppt. Die Platte
wurde gevortext und erneut zentrifugiert bei 300 g fiir 5 min. 1 pl des generierten

Uberstands konnte nun fiir PCR-Reaktionen verwendet werden.

3.2.2. Polymerase Kettenreaktion (PCR)

Zur Amplifikation bestimmter DNA-Fragmente wurde eine PCR durchgefiihrt. Die
einzelnen folgenden Komponenten wurden auf Eis pipettiert. Die Zyklen wurden durch
den MasterCycler® Pro Thermocycler (Eppendorf AG) abgewickelt. AnschlieBend
wurden 10 pl der Probe mit 5 ul 6x Ladepuffer (NewEngland Biolabs) vermischt und auf
ein Gel aufgetragen (s. 3.2.3).

Polyklonales Upstream-Screening der LSL-Kassette

Pipettier-Protokoll Protokoll des Thermocyclers
150 ng gDNA

1 ul 10 uM vorwirts Primer 13931 95°C 2:00 min

1 ul 10 uM riickwérts Primer 13934 95°C 0:30 min

1 ul DMSO 70 °C  0:30 min - x35

4 ul Promega 5x Reaktionspuffer 72 °C  2:20 min

0,4 ul dANTPs 72 °C  5:00 min

0,2 pl Promega GoTag® DNA-Polymerase 4°C  hold

ad 20 pl H2O
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Polyklonales Downstream-Screening der LSL-Kassette

Pipettier-Protokoll

Protokoll des Thermocyclers

150 ng gDNA

1 pl 10 uM vorwirts Primer 7776

1 pl 10 uM riickwirts Primer 6535

1 ul DMSO

4 ul Promega 5x Reaktionspuffer

0,4 ul dANTPs

0,2 pl Promega GoTaq® DNA-Polymerase
ad 20 pl H20

95 °C
95 °C
62 °C
72 °C
72 °C
4 °C

2:00 min

0:30 min

0:30 min x35
1:35 min

5:00 min

hold

Screening der LSL-Kassette im 96-well-Format Upstream

Pipettier-Protokoll

Protokoll des Thermocyclers

1 ul gDNA

0,5 ul 10 uM vorwirts Primer 13931

0,5 ul 10 uM riickwiérts Primer 13934

0,5 ul DMSO

2 pl Promega 5x Reaktionspuffer

0,2 pl ANTPs

0,1 pl Promega GoTaq® DNA-Polymerase
ad 10 pl H2O

95 °C
95 °C
70 °C
72 °C
72 °C
4 °C

2:00 min

0:30 min

0:30 min ~x35
2:20 min

5:00 min

hold

Screening der LSL-Kassette im 96-well-Format Downstream

Pipettier-Protokoll

Protokoll des Thermocyclers

1 ul gDNA

0,5 ul 10 uM vorwiérts Primer 7776

0,5 ul 10 uM riickwiérts Primer 6535

0,5 ul DMSO

2 ul Promega 5x Reaktionspuffer

0,2 ul dANTPs

0,1 pl Promega GoTaq® DNA-Polymerase
ad 10 ul HO

95 °C
95 °C
62 °C
72 °C
72 °C
4 °C

2:00 min

0:30 min

0:30 min~ x35
1:35 min

5:00 min

hold
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Validierung der Indels im Puromycin-Gen der LSL-Kassette

Pipettier-Protokoll

Protokoll des Thermocyclers

150 ng gDNA

1 pl 10 uM vorwirts Primer 13933

1 pl 10 uM riickwirts Primer 10152

1 ul DMSO

4 ul Promega 5x Reaktionspuffer

0,4 ul dNTPs

0,2 pl Promega GoTaq® DNA-Polymerase
ad 20 pl H20

95°C 2:00 min
95°C 0:30 min

63 °C  0:30 min - x35
72 °C  2:25 min

72 °C  5:00 min

4 °C hold

Amplifizierung der gDNA zur TOPO-Klonierung von Intron 3 — Exon 6

Pipettier-Protokoll

Protokoll des Thermocyclers

150 ng gDNA

1 ul 10 uM vorwarts Primer 9972

1 ul 10 uM riickwérts Primer 10875

1 ul DMSO

4 ul Promega 5x Reaktionspuffer

0,4 ul dNTPs

0,2 pl Promega GoTaq® DNA-Polymerase
ad 20 pl H20

95°C 2:00 min
95°C 0:30 min

66,5 °C 0:30 min - x35
72°C 1:25 min

72 °C  5:00 min

4°C hold

Amplifizierung der gDNA zur TOPO-Klonierung von Intron 4 — Intron 6

Pipettier-Protokoll

Protokoll des Thermocyclers

150 ng gDNA

1 pl 10 uM vorwirts Primer 736

1 ul 10 uM riickwérts Primer 6558

1 ul DMSO

4 ul Promega 5x Reaktionspuffer

0,4 ul dNTPs

0,2 pl Promega GoTaq® DNA-Polymerase
ad 20 ul HO

95°C  2:00 min
95°C  0:30 min

63,5 °C 0:30 min [ x35
72°C  0:36 min
72°C  5:00 min

4°C  hold
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Amplifizierung generierter cDNA von Exon 2 — Exon 11

Pipettier-Protokoll

Protokoll des Thermocyclers

150 ng gDNA

I ul 10 uM vorwarts Primer 1384

1 pl 10 uM riickwirts Primer 1080

1 ul DMSO

4 ul Promega 5x Reaktionspuffer

0,4 ul dANTPs

0,2 pl Promega GoTaq® DNA-Polymerase
ad 20 pl H20

95 °C
95 °C
63 °C
72 °C
72 °C
4 °C

2:00 min

0:30 min

0:30 min{ x35
1:15 min

5:00 min

hold

PCR-Priparation der R175-Library-Proben nach Cre-Rekombination fiir NGS

Pipettier-Protokoll

Protokoll des Thermocyclers

150 ng gDNA

1 ul 5 uM vorwirts Primer 10255

1 ul 5 uM riickwirts Primer 6535

1 ul DMSO

4 ul Promega 5x Reaktionspuffer

0,4 ul dNTPs

0,2 ul Promega GoTag® DNA-Polymerase
ad 20 pl H20

95 °C
95 °C
59 °C
72 °C
72 °C
4 °C

2:00 min

0:30 min

0:30 min - x25
0:30 min

5:00 min

hold

Geschachtelte PCR der R175-Library Proben fiir NGS

Pipettier-Protokoll

Protokoll des Thermocyclers

1 ul 1:500 verdiinntes aufgereinigtes
Amplikon

1 pl 10 uM vorwirts Primer 9624

1 pl 10 uM riickwirts Primer 10540/10541/

10542

1 ul DMSO

1 ul Promega 25 mM MgCl,

2 pl Promega 10x Mg-freier Reaktionspuffer

0,1 pl ANTPs

0,2 pl Promega GoTaq® DNA-Polymerase

ad 20 ul HO

95 °C
95 °C
66 °C
72 °C
72 °C
4 °C

2:00 min

0:30 min

0:30 min x32
0:30 min

5:00 min

hold
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Base Editing grofle PCR Intron 5 bis Intron 9

Pipettier-Protokoll Protokoll des Thermocyclers
150 ng gDNA

1 ul 10 uM vorwarts Primer 14030 95°C 2:00 min

1 ul 10 uM riickwérts Primer 3488 95°C 0:30 min

1 ul DMSO 65,5 °C 0:30 min- x35

4 ul Promega 5x Reaktionspuffer 72 °C  1:40 min

0,4 ul dANTPs 72 °C  5:00 min

0,2 pl Promega GoTaq® DNA-Polymerase 4°C  hold

ad 20 pl H20

Base Editing geschachtelte PCR Exon 8

Pipettier-Protokoll Protokoll des Thermocyclers
150 ng gDNA

1 ul 10 uM vorwérts Primer 14026/14027 95°C 2:00 min

1 ul 10 uM riickwérts Primer 14029/14028 95°C 0:30 min

1 ul DMSO 64 °C  0:30 minf x28

4 pl Promega 5x Reaktionspuffer 72°C  0:20 min

0,4 pl ANTPs 72 °C  5:00 min

0,2 pl Promega GoTaq® DNA-Polymerase 4°C  hold

ad 20 pl H2O

3.2.3. Agarose-Gelelektrophorese

Um unterschiedliche DNA-Fragmente der Gréf3e nach aufzutrennen, wurden sie auf ein
Gel aufgetragen. Hierfiir wurde 1 % Agarose (w/v) in TAE-Puffer unter Erhitzung gel0st.
AnschlieBend wurde RedSafe™ in 1:4.000 Verdiinnung hinzugegeben und vermischt.
Das fliissige Gel wurde in eine Halterung mit passendem Kamm gefiillt. Nach Erkalten
des Gels wurde es in eine Gelkammer transferiert. Nun konnten die Proben, vermischt
mit 6x Ladepuffer (NewEngland Biolabs) in die Gelkammern aufgetragen werden. Zur
Bestimmung der Fragmentgrof3e wurden als Marker 5 pul GeneRuler DNA Ladder Mix
(Thermo Fisher Scientific) verwendet. Unter Anlegen einer Gleichspannung von
80-120 V fiir 30-45 min wurden die Fragmente der GroBe nach aufgetrennt. Die Banden
wurden nun mithilfe des INTAS UV-Transilluminators (INTAS Science Imaging

Instruments GmbH) analysiert.
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3.2.4. Digitale PCR

Mithilfe einer digitalen PCR (dPCR) kann die absolute Anzahl bestimmter Zielgene
bestimmt werden (Sykes et al. 1992). Dies geschieht durch Aufteilung der DNA in
tausende einzelne ReaktionsgefdBle, die alle jeweils einzeln durch PCR amplifiziert
werden. Durch diese extreme Verdlinnung enthalten einige Wells entweder das zu
amplifizierende Produkt (positiv) oder sie enthalten es nicht (negativ). Somit entsteht ein
digitales Ergebnis. Die Anzahl an positiven Reaktionen gegeniibergestellt mit negativen
Reaktionen erlaubt einen Riickschluss auf die absolute Héufigkeit des Zielgens in der
Probe. Der hier durchgefiihrte Kopienzahlvariations-4ssay vergleicht die Anzahl an
Allelen von einem Referenzgen mit einem Zielgen von Interesse (McCord 2016).
Dadurch, dass die Anzahl an Allelen des Referenzgens bekannt ist, kann in Abhédngigkeit
davon die Anzahl genomischer Loci des Zielgens quantifiziert werden. Hier wurde dies
fiir die Bestimmung der Anzahl an GFP-Allelen in Abhéngigkeit von RNase P-Allelen
durchgefiihrt.

Nach Pipettieren der Proben (s. Tabelle unten) wurde ein QuantStudio™ 3D Digital PCR
20K Chip V2 (Applied Biosystems™) in den QuantStudio™ 3D Digital PCR Chip
Loader (Applied Biosystems™) eingesetzt. Nach Standardprotokoll wurde die gesamte
Probe in die Ladevorrichtung (QuantStudio™ 3D Digital PCR Sample Loading Blades,
Applied Biosystems™) aufgetragen und der Chip beladen. Nach Abschluss des
Beladevorgangs wurde die Chipinnenfliche mit Immersionsfliissigkeit befiillt und mit
einem QuantStudio™ 3D Digital PCR Chip Lid V2 (Applied Biosystems) verschlossen.
AnschlieBend wurden die Proben im GeneAmp® Thermocycler (Applied Biosystems)

nach folgendem Protokoll amplifiziert:

dPCR -Pipettierprotokoll Protokoll des Thermocyclers

150 ng gDNA

0,75 ul TagMan® Copy Number GFP_seq assay
(Custom-Design, Applied Biosystems)

. . 60 °C  2:00 min
0,75 ul RNase P, human (Applied Biosystems) x39

96 °C  10:00 min

98 °C  0:30 min
7,5 ].Ll QuantStudioTM 3D Dlgltal PCR Master 60 °C  2:00 min

Mix v2 (Apphed Biosystems) 10 °C hold
Ad 15 pl H20

Danach konnten die Chips durch das QuantStudio™ 3D Digital PCR Instrument (Applied
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Biosystems™) analysiert werden. Die Datenauswertung erfolgte mithilfe des Programms

QuantStudio™ 3D AnalysisSuite™ Cloud Software.

3.2.5. Totale RNA-Isolation

Nach Ernten der Zellen (s. 3.1.2) wurde das Zellpellet direkt in 600 ul RLT-Puffer
suspendiert. Die anschlieende totale RN A-Isolation erfolgte mithilfe des RNeasy® Mini
Kits (QIAGEN N.V.) und dem QIAcube® (QIAGEN N.V.) nach Protokoll des
Herstellers. Zur Minimierung von DNA-Resten in der isolierten RNA-Probe erfolgte der
optionale DNA-Verdau durch RNase-freie DNase (QIAGEN N.V.).

Alternativ wurde die RNA mithilfe des Monarch® Total RNA Miniprep Kits (New
England Biolabs GmbH) nach Protokoll des Herstellers isoliert.

Die RNA wurde in 30 pul RNase-freiem Wasser eluiert und die Konzentration mithilfe des
NanoDrop® ND-1000 (Thermo Fisher Scientific) bestimmt (s. 3.2.14). Die generierte
RNA wurde bis zur weiteren Nutzung bei -80 °C gelagert.

3.2.6. Generierung von cDNA

Zur Synthese von cDNA wurde das SuperScript™ VILO™ c¢cDNA Synthesis Kit (Thermo

Fisher Scientific) verwendet und anhand des folgenden Protokolls generiert:

cDNA-Pipettierprotokoll Protokoll des Thermocyclers
500 ng RNA 25°C 10 min

1 ul 10 x SuperScript™ Enzyme Mix 42°C 90 min

2 ul 5 x VILO™ Reaction Mix 85°C S5 min

Ad 10 pl RNase-freies H2O 4°C  hold

Bis zur weiteren Nutzung wurde die cDNA bei -20 °C gelagert.
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3.2.7. Quantitative Polymerase Kettenreaktion (qPCR)

Die quantitative PCR dient zur Bestimmung relativer Genexpression eines Zielgens in
Bezug auf ein Vergleichsgen (Higuchi et al. 1993). Hierzu wurde das fluoreszierende
Molekiil SYBR-Green verwendet, das in die DNA interkaliert. Am Ende jedes Zyklus
wurde die Fluoreszenzstirke des SYBR-Greens durch den LightCycler® 480 (Roche
Molecular Systems, Inc.) gemessen. Dies ergab einen Riickschluss auf die Menge des
amplifizierten DNA-Fragments. Unter Verwendung des ABsolute qPCR Mix (Thermo
Fisher Scientific) wurde das Pipettieren vom Microlab® STARIlet Hamilton liquid

handling system (Hamilton Company) nach folgendem Protokoll durchgefiihrt:

qPCR-Pipettierprotokoll Protokoll des LightCyclers

7.5ng cDNA 95°C 15min

1 ul 2 uM vorwirts Primer 95°C 0:15min

1 pl 2 uM riickwérts Primer 60 °C  0:20min[ 45x

5 ul ABsolute gPCR Mix 72 °C  0:20min

Ad 10 pl H20 Schmelzkurve: 60 — 95 °C (1.5 °C/sek)

In dieser Forschungsarbeit wurde die Genexpression von CDNKNIA (p21) und TP53
(p53) in Bezug auf das Vergleichsgen GAPDH (Glyceraldehyd-3-Phosphat
Dehydrogenase) analysiert. Die Daten wurden anhand der AAC:; -Methode ausgewertet
(Livak und Schmittgen 2001).

3.2.8. Golden-Gate-Klonierung

Durch Verwendung von sogenannten IIS-Restriktionsenzymen konnten in das Riickgrat
eines bestehenden Plasmids zusétzliche Sequenzen eingefiigt werden (Engler et al. 2008).
Die verwendeten Enzyme Bbsl und Bsal haben auBlerhalb ihrer Erkennungssequenz
geschnitten. Hierdurch ist nur eine einmalige Restriktion moglich, wodurch verhindert
wird, das z.B: die gleiche Sequenz mehrmals hintereinander eingefiigt werden kann. Nach
Restriktion entsteht ein vier Basenpaar langer Uberhang. Die eingefiigte Sequenz bestand
aus zwei komplementiren Oligonukleotiden (Oligos), die an ihrem jeweiligen 5°-Ende
den erwihnten Uberhang besaBen. Durch folgendes Protokoll wurden die

Oligonukleotide aneinander gebunden (4nnealing):
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Oligonukleotid-Annealing-Pipettierprotokoll

Protokoll des Thermocyclers

2 ul 10 uM vorwirts Oligonukleotid
2 pl 10 uM riickwirts Oligonukleotid
16 ul Annealing Pufter

95 °C - 5 min
Abkiihlen auf 21 °C (1 °C / min)

Die aneinander gebundenen (annealed) Oligonukleotide konnten nun durch die bereits

genannten Restriktionsenzyme mit anschlieBender Ligation durch eine Ligase in das

gewlinschte Plasmid eingebaut werden.

Golden-Gate-Pipettierprotokoll (BbsI)

Protokoll des Thermocyclers

2.5 pl annealed Oligonukleotide

2 pl 10x NEBuffer™ 2.1

1 ng Vektor

1 pl 10.000 U/ml Bbsl

0.5 ul 40.000 U/ml T4 DNA-Ligase
1 ul 10 mM ATP

1 pul 100 mM DTT

ad 20 pl Reinstwasser

37°C 2 min
x50
20°C 5 min
65°C 20 min
4°C  hold

Golden-Gate-Pipettierprotokoll (Bsal)

Protokoll des Thermocyclers

2.5 pul annealed Oligonukleotide

2 pl 10x CutSmart NEBuffer™

1 ug Vektor

1 pl 10.000 U/ml Bsal

0.5 u1 40.000 U/ml T4 DNA-Ligase
1 ul 10 mM ATP

1 ul 100 mM DTT

ad 20 pl Reinstwasser

37°C 2 min
x50
20°C 5 min
65°C 20 min
4°C  hold

3.2.9. FElektrotransformation von Bakterien

Der Aufbau eines kurzzeitigen elektrischen Felds fiihrt zur Aufnahme von Plasmiden in

Bakterien wie E. coli (Fiedler und Wirth 1988). Die Produkte der Klonierung aus 3.2.8

konnen so durch Bakterienkultivierung amplifiziert werden. Dafiir wurden 50 pl von

elektrokompetenten Escherichia coli-Bakterien (DH10B) langsam auf Eis aufgetaut.

Dann wurden 2 pl des Klonierungsprodukts dazugegeben und die Mischung wurde in

Elektroporations-Kiivetten tiberfithrt. Durch den MicroPulser™ Elektroporations-
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Apparat (Bio-Rad Laboratories, Inc.) wurde fiir etwa 5 ms eine elektrische Spannung von
1,8kV angelegt. AnschlieBend wurden die Bakterien in 500 ul LB-Medium tiibertragen
und bei 37 °C und 300 rpm in einem horizontalen Schiittler fiir 30-45 Minuten inkubiert.
Nun wurden 150 ul des Gemischs auf eine Agarplatte ausgestrichen und {iber Nacht bei
37 °C inkubiert. Die Platte wurde mit 50 pg/ml Kanamycin oder 100 pg/ml Ampicillin

versetzt, je nach Resistenzgen des klonierten Vektors.

3.2.10. Priparation von Plasmid-DNA in kleinem Maf}stab (Mini-Prap)

Einzelne Kolonien aus 3.2.9 wurden mit autoklavierten Zahnstochern gepickt und in 5 ml
LB-Medium + je nach Resistenz 50 pg/ml Kanamycin oder 100 pg/ml Ampicillin bei 37
°C und 300 rpm fiir 8-12 h inkubiert. Anschlieend wurden 2 ml des Gemischs in ein
Reaktionsgefdl} libertragen und bei 5000 rpm und 20 °C fiir 5 min zentrifugiert. Der
Uberstand wurde entsorgt, das Pellet in 300 pl P1-Puffer resuspendiert und bei
Raumtemperatur und 1000 rpm fiir 3 min in einem Horizontalschiittler inkubiert. Die
Lyse erfolgte durch Hinzugabe von 300 pl P2-Puffer und 3-maligem Invertieren mit
darauffolgender 5 min Inkubation auf Eis. Dann wurden 300 pl P3-Puffer zur
Neutralisation hinzugegeben und nach erneutem Invertieren wurden die Proben bei
13.000 rpm fiir 10 min zentrifugiert. Der Uberstand wurde in ein neues Reaktionsgefil3
iibertragen und mit 700 pl Isopropanol durch Vortexen vermischt. Das Gemisch wurde
dann bei 13.000 rpm und 4 °C fiir 30 min zentrifugiert. Der Uberstand wurde entfernt und
das Pellet mit 500 ul 70 % Ethanol gewaschen. AnschlieBend wurde erneut bei 13.000
rpm und 4 °C fiir 5 min zentrifugiert. Der Uberstand wurde entfernt und die Pellets bei
37 °C fir 5 min getrocknet. Dann wurde 50 pl H>O hinzugegeben und im
Horizontalschiittler bei 1000 rpm und 37 °C fiir 30 min vermischt. Die Plasmid-DNA
wurde per Kontrollverdau (s. 3.2.12) oder Sanger-Sequenzierung (s. 3.2.15) analysiert

und bei -20 °C gelagert.

3.2.11. Priparation von Plasmid-DNA in mittlerem Maflstab (Midi-Prip)

Nach Kontrolle des Vorliegens des gewiinschten Produkts der Mini aus 3.2.10 konnte
dieses nun durch Durchfiihrung einer Midi in groBerem MaBstab vervielféltigt werden.
Dafiir wurden die iibrigen 3 ml an LB-Medium + Bakterien aus 3.2.9 in einen
Reagenzkolben mit 100 ml LB-Medium + je nach Resistenz 50 pg/ml Kanamycin oder
100 pg/ml Ampicillin vermischt. Dies wurde dann {iber Nacht bei 37 °C und 300 rpm
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inkubiert. Die Midi-Priparation erfolgte anschlieBend mit dem NucleoBond® Xtra Midi
Kit (Macherey-Nagel GmbH & Co. KG) nach Protokoll des Herstellers. Das DNA-Pellet
wurde am Ende in 100-200 ul H>O resuspendiert. Die Konzentration wurde durch den
NanoDrop® ND-1000 (Thermo Fisher Scientific) bestimmt (s. 3.2.14). Die Richtigkeit
der DNA-Sequenz wurde durch Sanger-Sequenzierung validiert (s. 3.2.15).

3.2.12. Kontrollverdau von Plasmid-DNA

Der Kontrollverdau wurde unter Verwendung passender Restriktionsenzyme nach

folgendem Protokoll durchgefiihrt:

Kontrollverdau Pipettierprotokoll (Bsal) Inkubation

500 ng Plasmid-DNA
0,1 pul Restriktionsenzym 37°C 1h
1 ul zu Enzym passender Puffer

Ad 10 pl reines Wasser

AnschlieBend wurden die Proben durch Agarose-Gelelektrophorese (s. 3.2.3)

ausgewertet.

3.2.13. TOPO-Klonierung

Die TOPO-Klonierung durch das TOPO TA Cloning Kit fiir Subklonierung (Thermo
Fisher Scientific) wurde verwendet, um nach einer PCR verschiedene amplifizierte Allele
einzeln darstellen zu konnen. Hierfiir wurden 4 pl des PCR-Amplicons + 1 ul 1:4
verdiinnte Salzlosung (Thermo Fisher Scientific) + 1 pl pCR®2.1-TOPO®-Vektor
(Thermo Fisher Scientific) fiir 30 min bei Raumtemperatur inkubiert. AnschlieBend
konnte der Vektor dann durch Elektrotransformation und Mini-Préparation (s. 3.2.10) in
Bakterien vervielfiltigt und aufgereinigt werden. In einer Sanger-Sequenzierung der

Mini-Préparationen konnten so die Sequenzen einzelner Allele sauber abgebildet werden.
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3.2.14. Bestimmung von DNA-und RNA-Konzentrationen

Alle Konzentrationsbestimmungen von DNA- und RNA-Proben erfolgten durch das
NanoDrop® ND-1000 Spektrophotometer (Thermo Fisher Scientific) nach Protokoll des
Herstellers. Dafiir wurden 1,5 pl der Probe aufgetragen und die Konzentration durch die
Absorption bei 260nm berechnet. Als Blindwert wurden 1,5 pl RNase-freies Wasser
verwendet. Die Qualitdt der Proben wurde {iber den Quotienten der Absorption bei 280nm
zu 260nm bestimmt. Ein Quotient von 1,8 lie auf eine gute Reinheit der Probe

zuriickschlieSen (Hauk 2013).

3.2.15. Sanger-Sequenzierung

Um die richtige Sequenz von generierten Vektoren oder das Vorliegen bestimmter
Mutationen in DNA oder RNA zu verifizieren, wurden die Proben zur Sanger-
Sequenzierung (Sanger et al. 1977) eingeschickt. Sie wurde ausgefiihrt von der LGC
Genomics GmbH und die Ergebnisse wurden durch das Programm Benchling (Benchling,
Inc.) ausgewertet. Die Auswertung der induzierten Insertionen oder Deletionen (/ndel) in
den TP53-Knockout-Einzelzellklonen erfolgte durch ICE-Analyse (Inference of CRISPR
Edits; Synthego) (Hsiau et al. 2018).

3.2.16. Next Generation Sequencing

Zur Charakterisierung der R175-Library wurde entsprechende gDNA in der Next
Generation Sequencing (NGS) Technik ,,sequencing by synthesis* (Illumina, Inc.)
verwendet. Die Zellen wurden zunédchst fiir 10 Tage mit 10 uM Nutlin-3a oder DMSO
als Kontrolle behandelt. Dabei erfolgte ein Mediumwechsel an jedem 3. Tag.
Anschlieend wurde genomische DNA isoliert (s. 3.2.1). Diese wurde dann durch eine
geschachtelte PCR amplifiziert (s. 3.2.2). Es erfolgte eine Analyse der Amplikon-Lange
sowie der Konzentration durch den QIAxcel® (QIAGEN N.V.). Die Proben wurden nun
durch Verwendung der Konzentrationswerte des QIAxcel® dquimolar gepoolt. Die
Vorbereitung fiir das NGS erfolgte durch Dr. A. Nist, G. Filmer und A. Schneider, Core
Facility, Philipps-Universitdt Marburg. Hierbei wurde das MiSeq v2 Nano Reagenzkit
mit 2x250 bp gepaarten Ldufen (Illumina, Inc.) verwendet. Die anschlieBende

bioinformatische Auswertung erfolgte durch K. Humpert, M.Sc., AG Stiewe.
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3.3. Proteinbiochemische Methoden

3.3.1. Generierung von Protein-Lysaten

Zur Analyse bestimmter Proteine per Western Blot wurden Lysate von Zellen generiert.
Nach Ernten eines Zellpellets wurde dieses abhingig von seiner Grofle in 25-50 ul NP-
40 Lysepuffer resuspendiert. Die Lyse fand durch 5 Zyklen a 30 Sekunden Sonifizierung
(Diagenode, Inc.) statt. AnschlieBend wurden die Proben fiir 15 Minuten auf Eis inkubiert
und dann 30 min bei 17.000x g und 4 °C zentrifugiert. Nun wurde der Uberstand in ein

neues Reaktionsgefdl} iibertragen und bis zur weiteren Verwendung bei -80 °C gelagert.

3.3.2. Messung der Proteinkonzentration

Um von jeder Probe exakt gleich viel Menge an Gesamtprotein aufzutragen, wurde die
Konzentration per Bradford-Messung bestimmt (Bradford 1976). Protein Assay Dye
Reagent Concentrate (Bio-Rad Laboratories, Inc.) wurde 1:5 in PBS verdiinnt. 1 ml
dieser Fliissigkeit wurde mit 1 pl Protein Lysat vermischt. Als Blindwertmessung wurde
1 ul NP-40 Lysepuffer verwendet. AnschlieBend wurde in Duplikaten die Absorption bei
595nm durch das BioPhotometer® 6131 Spektrophotometer (Eppendorf AG) gemessen.
Durch Verwenden einer BSA Standard Kurve (1 — 16 pg/ ul), die unter denselben

Bedingungen bestimmt wurde, konnte so die Proteinkonzentration berechnet werden.

3.3.3. Sodium-Dodecylsulfat Polyacrylamid Gelelektrophorese (SDS-
PAGE)

Es wurde eine Sodium-Dodecylsulfat Polyacrylamid Gelelektrophorese (SDS-PAGE)
durchgefiihrt, um die Proteine der Molekularmasse nach aufzutrennen (Laemmli 1970).

Dafiir wurden die Proben zunichst nach folgendem Protokoll pripariert:

Proteinlysat-Pipettierprotokoll Inkubation

20 pg Proteinlysat

6,25 pl 4x NuPAGE™ LDS Sample Buffer
2,5 pl 10x NuPAGE™ Sample Reducing Agent

Ad 25 pl NP-40 Lysepufter

70 °C 10 min
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Fiir die Gelelektrophorese wurden vorgegossene NuPAGE™ 4-12 % Bis-Tris-Gele
(Inivitrogen™ / Thermo Fisher Scientific) verwendet. Diese wurden in die innere
Kammer einer XCell4 SureLock™ Midi-Cell (Thermo Fisher Scientific) - Gelkammer
gesetzt und mit Laufpuffer + 0,25 % (v/v) NuPAGE™ Antioxidans aufgefiillt. Die duf3ere
Gelkammer wurde nun mit Laufpuffer aufgefiillt. Anschlieend wurden alle Geltaschen
griindlich gespiilt und die Proben wurden aufgetragen. Als Grolenmarker wurden 4 ul
des PageRuler™ Prestained Protein Ladder (Thermo Fisher Scientific) verwendet. Dann
wurde ein Gleichspannung von 80 V fiir die ersten 15 min angestellt mit darauffolgenden

140 V fiir 75 min.

3.3.4. Blotting der aufgetragenen Proteine

Um spiter die aufgetrennten Proteine per Bildgebung analysieren zu kdnnen, mussten sie
vom Gel auf eine Membran iibertragen werden (Towbin et al. 1979). Es wurde das Tank-
Blot Verfahren angewendet und eine Immun-Blot® PVDF Membran (Bio-Rad
Laboratories, Inc.) verwendet, die zundchst 1 min in Methanol eingelegt wurde, um ihre
Hydrophobie zu mindern. Dann wurde sie 3 min in gefiltertem Wasser gewaschen. Das
Gel wurde auf die Membran gelegt und von Blotting-Papieren und Schwédmmen flankiert.
Das entstandene Sandwich wurde in eine Blotting-Kammer gestellt und diese mit
Transferpuffer aufgefiillt. Das Blotten erfolgte bei 4 °C unter stindigem Riihren eines
Magnetriihrers (IKA) bei Gleichspannung von circa 3 mA/cm?> Membran fiir etwa
1 min/kDa Molekiilmasse des grofiten analysierten Proteins. AnschlieBend wurde die
Membran in 5 % Magermilchpulver in TBS-T (im Folgenden 5 %ige Milch) fiir 1 h
geblockt.

3.3.5. Auswertung per Immundetektion

Die verwendeten Primérantikdrper wurden in 5 %iger Milch verdiinnt und mit der
Membran iiber Nacht bei 4 °C bei RT inkubiert. Am néchsten Tag wurde die Membran
S5-mal fiir jeweils 5 min in TBS-T gewaschen. AnschlieBend wurde ein in 5 %iger Milch
verdiinnter Sekunddrantikorper, der an eine Meerrettich-Peroxidase (horseradish
peroxidase, HRP) gekoppelt ist, fiir 1 h bei auf der Membran inkubiert. Die Membran
wurde wie zuvor beschrieben erneut gewaschen. Die Analyse der Proteine erfolgte mit
dem WesternBright™ Sirius™ HRP Substrat (Advansta, Inc.) und dem ChemiDoc™
XRS+ Imaging System (Bio-Rad Laboratories, Inc.). Als Ladekontrolle wurde auerdem
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das Aktin-Signal detektiert. Dies erfolgte durch Inkubation der Membran mit einer
Mischung aus entsprechendem Primérantikorper und Sekundérantikorper Alexa-488 in
5 %iger Milch fiir 1 h. Nach zuvor beschriebenem Waschvorgang erfolgte die
Auswertung durch das ChemiDoc™ XRS+ Imaging System (Bio-Rad Laboratories, Inc.).

57



Ergebnisse

4. Ergebnisse

4.1. Die erfolgreiche Etablierung von H460-Zellen mit zwei TP53-
Knockout-Allelen und einem editierbaren LSL-Allel durch
CRISPR/Cas9 und homologe Rekombination

4.1.1. Erfolgreiche Generierung des Donor-Vektors fiir CRISPR/Cas9 und

homologe Rekombination

In parentale NCI-H460-Zellen sollte durch CRISPR/Cas9 und homologe Rekombination
eine loxP-EF1a-Pac-T2A-GFP- PolyA-STOP-loxP (LSL)-Kassette in den endogenen
TP53 Genlokus eingebaut werden. Dafiir wurde zunéichst ein entsprechender Targeting-
Vektor  generiert, indem ein  bereits existierender = Vektor  (HR700-
PA+HA1 S+HA2 L GoldenGate (interne Nummer: F256), generiert von J. Schneikert,
AG Stiewe) modifiziert wurde. Dieser Vektor besitzt eine komplementire Sequenz zum
TP53 Exon 4 bis Intron 6. Dazwischen ist zusitzlich die LSL-Kassette in Intron 4
eingefiigt. AuBerdem hat der Vektor eine zusétzliche Thymin-Base in Intron 5, was im
spateren Verlauf die Verwendung einer spezifisch gegen diese Insertion gerichtete
sgRNA erlaubt. Dadurch sollte das erneute Binden von dieser nach erfolgreicher
homologer Rekombination des Allels verhindert werden. In Exon 5 wurde nun durch
Golden Gate-Klonierung eine Sequenz eingefiigt, die der dortigen 7P53-Wildtypsequenz
entspricht, was bei dem zuvor bestehenden Vektor nicht der Fall war und hiermit
korrigiert wurde. Dafiir wurden zwei komplementdre, einzelstringige Oligonukleotide
zunichst hybridisiert, sodass ein kurzes dsSDNA Fragment mit passenden Uberhingen
entstanden ist, das spéter in den Vektor eingefiigt werden konnte. In einer Reaktion wurde
dann die DNA durch das Restriktionsenzym Bbsl geschnitten, das hybridisierte
Oligonukleotid eingefiigt und ligiert (Abbildung 11 A). AnschlieBend wurde der
erfolgreiche Einbau des Oligonukleotids in den Vektor durch Sanger-Sequenzierung
validiert (Abbildung 11 B, C). Der Vektor mit der verwendeten sgRNA px330
Intron5_sg7 (interne Nummer: £829) wurde bereits von S. Mutlu (AG Stiewe) generiert

und getestet.
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Abbildung 11: Generierung des Donor-Vektors HR700-PA-HA1_S+HA2 L _GoldenGate_insT_WT.

A: Schematische Darstellung des Einbaus eines Oligonukleotids mit Wildtyp (WT)-Sequenz in einen

bestehenden Vektor. Dies wurde durch GoldenGate-Klonierung und Verwendung von 2 Schnittstellen des

TyplIS-Restriktionsenzyms Bbsl erreicht. AnschlieBend konnte das annealed Oligonukleotid durch

komplementire Uberhiinge eingesetzt und ligiert werden.

B: Sanger-Sequenzierung des generierten Vektors zur Kontrolle des korrekten Einbaus des WT-

Oligonukleotids.

C: Schematische Darstellung des generierten Vektors (F691), der fiir folgende Experimente verwendet

werden konnte.
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4.1.2. Generierte Einzelzellklone zeigen den Einbau von exakt einer LSL-

Kassette im 7TP53-Lokus

Zundchst wurden Wildtyp -H460-Zellen mit dem 7argeting-Vektor und der sgRNA aus
4.1.1 transfiziert (Abbildung 12). Ziel dieser initialen Transfektion war es, Zellen ohne
exprimierendes p53 (p53-knockout-Zellen) zu generieren. Hierbei sollte eins der 3 Allele
die LSL-Kassette tragen und durch das Stopp-Codon und das Polyadenylierungssignal
kein p53 exprimieren. Die anderen beiden Allele sollten wegen des induzierten
Doppelstrangbruchs NHEJ-bedingte /ndels erhalten, die ebenfalls zu einem Knockout von
p53 flihren.

CRISPR/Cas9
/?0 Abbildung 12: Schematische
-—={283—4——5 78 - -
Darstellung des  CRISPR/Cas9-
L s e vermittelten Einbaus einer
"""""""""""""" Homologiesequenz zusiitzlicher LSL-
""""""""""" .. Kassette auf ein bestehendes Allel.
EF1a GFP T2A Tl HA = Homologie-Arm; “T” = eingefiigte
HA 1HloxP PAC Polva  [leXP| HA 2 s gelue
oly Thymin-Base in Intron 5.

Da die LSL-Kassette unter anderem ein pac-Gen besitzt, welches eine Resistenz gegen
Puromycin vermittelt, wurden die Zellen anschlieBend fiir 7 Tage mit Puromycin
selektioniert, um alle Zellen, die die LSL-Kassette nicht stabil integriert hatten,
auszuschlieBen. Zur weiteren Selektion wurde der Mdm2-Inhibitor Nutlin-3a verwendet
(Vassilev et al. 2004). Bei Interaktion von Mdm2 mit p53 kommt es zur
Polyubiquitinierung und damit zum Abbau von Letzterem. Nutlin-3a behindert die
Interaktion von Mdm?2 und p53, sodass p53 in den Zellen stabilisiert wird und den
Zellzyklus-Arrest einleitet (Weinberg 2014, S. 352-355). Zellen, die WT-p53
exprimieren, arretieren deshalb normalerweise unter Nutlin-3a-Behandlung. Bei p53-
Knockout-Zellen sollte somit auch unter Inhibition von Mdm2 durch Nutlin-3a kein
Zellzyklus-Arrest stattfinden. Dadurch wurden Zellen ausgeschlossen, die zwar den
Vektor integriert hatten, jedoch weiterhin von einem oder mehreren 7P53-Allelen aktiv
pS53 exprimierten.

Ausgehend von dem Puromycin- und Nutlin-3a-resistenten polyklonalen Zellpool
wurden Einzelzellklone generiert. 96 Klone davon wurden mithilfe einer LSL-Allel-
spezifischen PCR untersucht (Abbildung 13 A). Dafiir wurden zwei PCRs entworfen, die

beide mit einem Primer in der LSL-Kassette binden und mit dem anderen Primer auf der
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Sequenz von TP53, jedoch auBerhalb des Homologie-Arms. Die eine PCR hat hierfiir
thren vorwérts Primer in Intron 1 und den riickwérts Primer im GFP-Gen der LSL-
Kassette. Die andere durchgefiihrte PCR amplifizierte den Downstream-Teil der LSL-
Kassette mit vorwirts Primer in der loxP-Sequenz der LSL-Kassette und riickwirts
Primer in Exon 7. Bei positivem Resultat in beiden PCRs lie3 das die Schlussfolgerung
zu, dass eine LSL-Kassette an der exakt richtigen Stelle im 7P53-Gen vollstindig
eingebaut wurde und nicht etwa zufillig an einer anderen Stelle des Genoms. Die
anschlieende Auswertung zeigte 9 Einzelzellklone, die eine Bande in beiden PCRs
hatten (Abbildung 13 B). Das Vorliegen der LSL-Kassette dieser 9 Einzelzellklone wurde
durch eine Analyse per Durchflusszytometrie (Fluorescence Activated Cell Sorting,
FACS-Analyse) nochmals zusdtzlich bestétigt (Abbildung 14 A). Dafiir wurde die
ausgehende Fluoreszenz von dem aus der LSL-Kassette exprimierten GFP gemessen. Die
GFP-Positivitdt betrug bei den sehr homogenen Peaks 99,3-99,9 %. Jedoch wurde der
Einzelzellklon #H2 wegen unsauberen GFP-positiven Peak von den Experimenten

ausgeschlossen.

Die 8 iibrigen Einzelzellklone wurden nun weiter charakterisiert, indem ein
Kopiezahlvariations (Copy Number Variation, CNV) -Test per digitaler PCR
durchgefiihrt wurde, um die Anzahl an Allelen, die eine LSL-Kassette enthalten, zu
quantifizieren. Nach Durchfiihrung des CNV-Tests wurde die Anzahl genomischer Loci
des GFP-Gens (und dadurch der LSL-Kassette) mit der Anzahl genomischer Loci des
Referenzgens RNase P mit bekannter Kopienzahl gegeniibergestellt, um so die absolute
Kopienanzahl von GFP herauszufinden (Abbildung 14 B). Als Kontrolle wurden
HCT116S-Zellen verwendet, die eine GFP-Kopie enthalten. 5 der 7 der getesteten
Einzelzellklone (#B4, #C6, #E8, #(G9, #H9) zeigten hier eine Quantitit von genau einem
GFP-Allel und damit auch genau einer LSL-Kassette. Dies entspricht dem optimalen
Ergebnis dieses Experiments, da es in Kombination mit der durchgefiihrten PCR aus
Abbildung 13 B bedeutet, dass diese eine LSL-Kassette an der genau richtigen Stelle im
Genom eingebaut wurde und sich an anderen Stellen des Genoms keine weiteren LSL-
Kassetten befinden. Der Einzelzellklon #E7 zeigte rechnerisch 1,5 LSL-Kassetten und

wurde ebenfalls fiir weitere Experimente verwendet.
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Abbildung 13: Generierte Einzelzellklone zeigten den Einbau von einer LSL-Kassette an der
richtigen Stelle von TP53.

A: Schema des PCR-Designs zur Darstellung des LSL-Allels. Beide Primer-Paare bestehen aus einem
Primer in der LSL-Kassette und einen Primer auBerhalb des Homologie-Arms.

B: Alle PCR-positiven Einzelzellklone (EZK), zusammengefasst aus einem Screening von 96 Klonen.
Upstream und Downstream bezieht sich auf das Schema von A. Die Bandenauftrennung erfolgte durch

eine 1 %ige Agarose-Gelelektrophorese.
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Abbildung 14: FACS und dPCR bestitigen, dass die LSL-Kassette einmalig im Genom eingebaut
wurde.

A: Durchflusszytometrie aller PCR-positiven Einzelzellklone aus B. Filterung durch den FITC-Kanal.
FITC-Positivitdt korreliert mit Expression von GFP. Die GFP-Expression wurde als Surrogat fiir das
Existieren von LSL-Kassette(n) verwendet.

B: Kopienanzahlvariations-Assay aller PCR-positiven Einzelzellklone aus B durch Durchfiihrung einer
digitalen PCR. Die Berechnung der Kopienanzahl erfolgte durch den Quotienten aus FAM™-Signalen zu
Vic®-Signalen, multipliziert mit 3 fiir 3 H460 TP53-Allele. Eine Kopienanzahl von 1 entsprach genau
einem Allel in der Zelle, das GFP exprimierte. Die angezeigte Standardabweichung wurde bereits durch

QuantStudio™ 3D Digital PCR System (Applied Biosystems™) berechnet. Kontr. = HCT116*SL-Zellen.
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4.1.3. Zwei Deletionen auf den beiden anderen Allelen neben dem LSL-

Allel der H460-Zellen bewirken ein TP53-Knockout

Die Kombination der vorigen Ergebnisse bedeutet, dass die beiden anderen 7P53-Allele
keine LSL-Kassette tragen, wegen der Nutlin-3a-Resistenz jedoch trotzdem p53-
Knockout sind. Als Ursache dafiir liegt das Entstehen von Indels durch Reparatur in Form
von NHEJ nach dem Doppelstrangbruch durch Cas9 nahe (Le Cong et al. 2013), was
durch folgende Experimente bestétigt werden sollte. Da die verwendete sgRNA dieser
Transfektion auf eine Sequenz in Intron 5 zielt, wurde diese Region genauer
charakterisiert. Dafiir wurde zundchst eine PCR etabliert, die ihren vorwirts Primer
Upstream des Homologie-Arms 1 hat und den riickwérts Primer Downstream des
Homologie-Arms 2 (Abbildung 15 A). Die Elongations-Zeit wihrend der PCR wurde
dabei so kurz gehalten, dass das Allel mit der LSL-Kassette nicht amplifiziert wurde, was
in einer Gelelektrophorese bestitigt wurde (Abbildung 15 B). Hier zeigten alle Proben
die erwartete Bande bei 1438 bp und keine Bande bei 4218 bp, die auf das LSL-Allel
hingedeutet hitte. Die Proben wurden anschlieBend mittels Sanger-Sequenzierung
analysiert. Mithilfe einer ICE (Inference of CRISPR Editing)-Analyse (Synthego 2019)
wurde das Muster induzierter Insertionen oder Deletionen um die Schnittstelle der
sgRNA anhand der Sanger-Sequenzierungs-Daten ausgewertet. Uberraschenderweise sah
das generierte /ndel-Diagramm fiir alle eingeschickten Klone gleich aus (Abbildung 15
C). Deshalb kann davon ausgegangen werden, dass alle Zellklone demselben

Ursprungsklon entstammen. Dies hat jedoch keinen Einfluss auf das weitere Vorgehen.
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Abbildung 15: Charakterisierung der beiden TP53-Knockout-Allele der H460-Zellklone mittels PCR
und ICE-Analyse.

A: Schematische Darstellung der durchgefiihrten PCR

B: Nach der PCR aufgetrennte Amplikons durch 1 %iger Agarose-Gelelektrophorese. Die angezeigten
BandengroBen korrelieren mit denen des Schemas aus A. Wenn das LSL-Allel amplifiziert worden wire,
wire bei 4218 bp eine Bande sichtbar, was hier nicht der Fall war. Par. H460 = Parentale H460-Zellen

C: Indel-Graph der gemessenen Indel-Grofle nach Sanger-Sequenzierung der Amplikons aus B. Die
Analyse wurde durch das ICE-Analyse-Tool (Synthego®) durchgefiihrt. Exemplarisch wurde ein
Einzelzellklon (EZK) dargestellt, représentativ fiir alle 6 analysierten EZKs.
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Das Indel-Diagramm zeigte das Vorliegen zweier unterschiedlich grof8er Deletionen von
12 bp und 23 bp GroBe. Um dies eindeutig den beiden 7P53-Allelen zuordnen zu kénnen,
wurde anschliefend exemplarisch von zwei dieser Klone eine erneute PCR durchgefiihrt,
diesmal von Intron 4 bis Intron 6, wodurch auch das LSL-Kassettentragende Allel (LSL-
Allel) amplifiziert wurde (Daten nicht gezeigt). Dieses konnte spéter durch das eingefiigte
Thymin in Intron 5 (s. 4.1.1) klar von den anderen beiden Allelen unterschieden werden.

Die 3 Allele wurden durch TOPO-Klonierung einzeln kloniert und sequenziert.

Durch anschlieBende Sanger-Sequenzierung konnten eindeutig alle drei Allele dargestellt
werden. Dabei zeigte sich um die Schnittstelle der sgRNA herum eine 12 bp grof3e
Deletion des ersten Allels und eine 23 bp groBe Deletion des zweiten Allels (Abbildung
16 A), was den genauen Ergebnissen des Indel-Diagramms der ICE-Analyse aus
Abbildung 15 C entsprach. Da die Deletionen wahrscheinlich an einem Branchpoint fiir
das Splicing liegen, kann es hier zu Splicing-Defekten kommen, die dann wiederum zu
Leserasterverschiebungen in der mRNA-Sequenz fithren (Will und Lithrmann 2011).
Durch ein so entstandenes vorzeitiges Stopp-Codon wird die mRNA durch nonsense-
mediated mRNA decay abgebaut (Kurosaki und Maquat 2016). Die vorliegende Nutlin-
3a-Resistenz bestétigt das Vorliegen eines pS3-Knockouts.

Zusammengefasst wurde so die erfolgreiche Generierung von Einzelzellklonen
durchgefiihrt, die auf einem Allel die LSL-Kassette tragen und auf den anderen beiden
Allelen durch Deletionen kein p53 exprimieren (Im Folgenden werden diese Zellen

bezeichnet als: H460*215L) (Abbildung 16 B).
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A H460 EZK #B4
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a2 Myl

SgRNA

Intron 5
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Abbildung 16: Darstellung der generierten Deletionen der beiden 7P53-Knockout-Allele durch
TOPO-Klonierung.

A: Durchfiihrung einer PCR, die den Bereich von Intron 4-6 von 7P53 zweier EZKs amplifizierte, wodurch
alle drei Allele abgebildet wurden (Daten nicht gezeigt). Die Amplikons wurden anschlieend in den
pCR®2.1-TOPO®-Vektor (ThermoFisher Scientific) kloniert und es wurden Mini-Priparationen aus
Kulturen einzelner Kolonien durchgefiihrt. Diese wurden dann per Sanger-Sequenzierung charakterisiert.
Représentative Darstellung der drei unterschiedlichen Resultate aus 11 analysierten Mini-Priaparationen. 3
Préparationen trugen das LSL-Allel, 2 Praparationen das Allel mit der 23 bp Deletion und 5 Priparationen
das Allel mit der 12 bp Deletion.

B: Schematische Darstellung aller drei Allele der so generierten Zelllinie H46044/-St,
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4.1.4. H460YVSL_Zellen zeigen eine Induzierbarkeit der WTp53-

Expression nach AdenoCre-Infektion

Bevor erste spezifische Editierungen zum Beispiel im Rahmen einer Mutagenese
vorgenommen wurden, sollte zundchst grundsétzlich gezeigt werden, dass die Cre-
Rekombination durch adenovirale Infektion bei dieser Zelllinie funktioniert. Dies sollte
durch den Nachweis einer p53-Expression nach Adenovirus-Infektion durch einen
Western Blot validiert werden. Zunédchst wurden die 6 infrage kommenden
Einzelzellklone mit einem Adenovirus infiziert, der aktiv exprimierende Cre-
Recombinase in die Zelle transduziert (,,AdenoCre*) (Abbildung 17 A). Die Menge an
Virus orientiert sich hier an dem mathematischen Verhéltnis von Viruspartikeln zu
Zellen, auch Multiplizitit der Infektion (multiplicity of infection, MOI) genannt. H460-
Zellen bendtigten in vergangenen Experimenten recht hohe Viruslast, um effiziente
Infektion zu zeigen. Deshalb wurde in diesem Experiment ein MOI von 250 gewdéhlt,
sodass rechnerisch 250 Viruspartikel auf eine Zelle kommen. Die Rekombination wurde
nach 7 Tagen (Daten nicht gezeigt) und nach 14 Tagen durch eine FACS-Analyse
kontrolliert (Abbildung 17 B). Hierbei zeigte sich nach 14 Tagen ein Anteil von 50-74 %
an GFP-negativen Zellen. Die Zellen, die GFP-negativ waren, tragen keine LSL-Kassette
mehr und sollten somit wieder p53 exprimieren. Diese Hypothese wurde durch einen
Western Blot bestdtigt (Abbildung 18). Wie erwartet zeigen die Zellen vor der AdenoCre-
Infektion auch unter Nutlin-3a-Behandlung keine p53-Expression. Im Gegensatz dazu
zeigen die Zellen nach AdenoCre-Infektion den Erwartungen entsprechend eine deutliche
Induzierbarkeit von p53-Expression unter Nutlin-3a-Behandlung. Dariiber hinaus wurde
in den AdenoCre-infizierten Zellen auch die Expression von den zwei wichtigen
Zielproteinen p21 und Mdm?2 untersucht. Beide sollten hier induziert werden, da nach
Cre-Rekombination Wildtyp-p53 exprimiert wurde. p21 als Hauptmediator des p53-
vermittelten Zellzyklusarrest (El-Deiry 1993) und Mdm?2 durch einen autoregulatorischen
Feedback-Loop (Haupt et al. 1997) werden beide durch stabilisiertes Wildtyp-p53 direkt
aktiviert. Wie erwartet wurden sie auch in den mit Nutlin-3a-behandelten AdenoCre-
infizierten Zellen verstdrkt nachgewiesen. All das gibt hinreichenden Hinweis darauf,
dass die Rekombination der LSL-Kassette durch AdenoCre-Infektion mit anschlieBender
erneuter Inititerung der Wildtyp-p53-Expression des ehemaligen LSL-Allels erfolgreich

war.
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Abbildung 17: Rekombination der H460YASL_Zellen nach AdenoCre-Infektion wurde via FACS

dargestellt.

A: Schematische Darstellung des Ablaufs der Cre-Rekombination nach adenoviraler Infektion. Nach

Rekombination der LSL-Kassette wird aus einem inaktiven Allel (grau) ein aktives exprimierendes Allel

(blau).

B: Durchflusszytometrie 14 Tage nach Infektion mit dem Adenovirus + Cre-Recombinase MOI250.

Filterung durch den FITC-Kanal. FITC-Positivitdt korreliert mit Expression von GFP.
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Abbildung 18: Im Western Blot zeigten H460~*LSL_Zellen eine Induzierbarkeit der pS3-Expression
nach AdenoCre-Infektion.

Western Blot 14 Tage nach AdenoCre-Infektion (+Cre) verglichen mit Zellen vor AdenoCre-Infektion
(-Cre). Beide wurden jeweils fiir 24 h mit 10 uM Nutlin-3a (+N3a) oder DMSO (-N3a) behandelt. Als

Negativkontrolle dienten Zellen mit p5S3-Deletion von Exon 2 — 9; zur Positivkontrolle dienten WT-H460-
Zellen.
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4.1.5. Die erfolgreiche Generierung Puromycin-sensitiver H460*St.

Einzelzellklone legt den Grundstein fiir spitere Mutagenese

Als néchster Schritt wurden aus Zellen vor Cre-Rekombination (4.1.3) Puromycin-
sensitive Einzelzellklone unter Erhalt der LSL-Kassette generiert. Dieser Schritt war
essenziell, um in nachfolgenden 7P53-Mutagenese-Experimenten erneut mit Puromycin
selektionieren zu konnen. Wie in 4.1.2 beobachtet werden konnte, war aullerdem der
initiale Einbau einer kompletten LSL-Kassette recht ineffizient, was wahrscheinlich unter
anderem an ihrer Grof3e von 2,7 Kilobasen (kb) liegt (Mali et al. 2013; Wang et al. 2013).
Somit wire ein direkter Einbau von Mutationen in parentale Zellen viel zu ineffizient und

fehleranfillig gewesen.

Um nun Puromycin-sensitive Zellen zu generieren, wurden sie zunédchst mit Cas9 und
einer sgRNA gegen das Puromycin-Gen (pX459 Hygro sgPuro.3) transfiziert, was
durch den induzierten Doppelstrangbruch und dem dadurch induzierten NHEJ zu Indels
im pac-Gen fiihren sollte (Abbildung 19 A). Nach mehrmaliger Testung wurden so zwei
Puromycin-sensitive Einzelzellklone generiert, die fiir weitere Experimente verwendet
wurden (#B4.1, #E7.6). Anschliefend wurde durch eine FACS-Analyse kontrolliert, ob
die Zellen noch griin fluoreszieren, um einen spontanen Verlust der LSL-Kassette
auszuschlieBen (Abbildung 19 B). Hier zeigen die beiden Klone erwartungsgemal eine

uniforme GFP-Positivitidt von 99,7 % der Zellen.
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Abbildung 19: Validierung der erfolgreichen Generierung Puromycin-sensitiver H460%/1SL_

Zellklone durch Sanger-Sequenzierung und FACS.

A: Schematische Darstellung des Knockouts des Puromycin-Gens auf dem LSL-Allel.

B: Durchflusszytometrie der beiden generierten Einzelzellklone (EZK), die nach Transfektion aus A

Puromycin-sensitiv geworden sind. Filterung durch den FITC-Kanal. FITC-Positivitit korreliert mit

Expression von GFP.

C: Sanger-Sequenzierung des Puromycin-Gens beider Puromycin-sensitiver (PuroS) EZKs.
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Des Weiteren wurden von beiden dieser Klone die induzierten Verdnderungen von pac
per Sanger-Sequenzierung charakterisiert (Abbildung 19 C). Hier wurde eine Deletion
von 14 bp Lénge bzw. eine Insertion von 1 bp Lénge observiert. Per
Kolonieformationstest wurde bei beiden dieser Klone die Puromycin-Sensitivitit bei
gleichzeitiger Nutlin-3a-Resistenz objektiv bestétigt (Abbildung 20). Als Kontrolle
wurden hier nochmals die Zellen vor der Transfektion mit der sgRNA gegen pac
untersucht, die wie erwartet sowohl gegen Puromycin als auch gegen Nutlin-3a resistent
sind. Zusétzlich zeigen parentale H460-Zellen wie erwartet eine Puromycin- und Nutlin-
3a-Sensitivitit. Somit wurden erfolgreich Puromycin-sensitive =~ H460YASt.

Einzelzellklone generiert, mit denen nun im Folgenden weitergearbeitet werden kann.

A/NLSL

H460 EZK

Parentale #B4 #B4 .1 H#HE7 #HE7.6
H460 PuroR PuroS PuroR PuroS

+DMSO

+N3a 10 pM

+ Puromycin
1 pg/mi

Abbildung 20: Kolonieformationstest beider Puromycin-sensitiver Einzelzellklone.
Die Behandlung erfolgte fiir 8 Tage mit den entsprechenden Substanzen DMSO, 10 uM Nutlin-3a (N3a)

oder 1 pg/ml Puromycin.
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4.2. Die erfolgreiche Mutagenese des R175-Lokus in den etablierten
H460Y~1SL_Zellen durch CRISPR/Cas9 und HDR

4.2.1. Einbau von Mutationen durch CRISPR/Cas9 und HDR resultiert in
H460Y** Zellen mit mut-p53-Expression

4.2.1.1. Nach Transfektion der R175-mutierten Vektoren wird ein effizienter

Einbau von diesen auf DNA-Ebene gezeigt

In die in 4.1.5 generierten Einzelzellklone kann nun erneut durch CRISPR/Cas9-
vermittelte Doppelstrangbriiche und homologe Rekombination eine neue Sequenz
eingebaut werden, die eine LSL-Kassette mit funktionierendem pac triagt und zusétzlich
auf einem der Homologie-Arme eine Punktmutation trdgt. Nach anschlieBender Cre-
Rekombination durch adenovirale Infektion wiirden so Zellen entstehen, die mutiertes

p53 unter physiologischen Bedingungen exprimieren (Abbildung 21).

CRISPR/Cas9
7
- 2 HaH 4 Hoxp{ T 1S CGlFD';yXZA joxP 4 5 H H E --
. RI75-
P : Mutation :
HA1 | | : HA2

e, [ EFla GFP T2A [y
oX PAC PolyA

EF1a GFP T2A
2 4 HoxP PAC PolyA loxP E‘. H H
! +Cre-Recombinase
G
--—2-I—4 onP--

Abbildung 21: Schema der R175-Mutagenese durch CRISPR/Cas9-vermittelte HDR.

“T” = eingefiigte Thymin-Base in Intron 5. “GG” = mutierte DNA-Sequenz im Bereich der PAM zu zwei

Guanin-Basen.

Bevor durch dieses Prinzip in groBerem Mallstab Mutationen eingebaut werden kdnnen,

sollte es erst in kleinerem Umfang getestet werden. Dafiir wurden zunichst 3 einzelne
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Mutationen an der Position R175 eingebaut: Die am hiufigsten in menschlichen Tumoren
zu findende p53-Mutation R175H (Kandoth et al. 2013; TCGA Research Network), die
zu vollstandigem Funktionsverlust (loss-of-function, LOF), bzw. sogar dariiber hinaus
zum Erlangen zusétzlicher Funktionen (gain-of-function, GOF) fiihrt (Muller und
Vousden 2014). Zweitens die Mutation R175P, die zu einem partiellen Funktionsverlust
(partial LOF, pLOF) fiihrt und dadurch zwar p21-Expression aktivieren kann, jedoch
keine Apoptose-Induktion mehr méglich ist (Ludwig et al. 1996). Als drittes erfolgte noch
der Einbau eines Stopp-Codons, R175STOP, das durch einen vorzeitigen Kettenabbruch
zum Verlust der pS3-Expression fiithren soll. Die Vektoren mit intakter LSL-Kassette
sowie der entsprechenden Punktmutation an Position R175 des Homologie-Arms 2
wurden in die Zellen transfiziert. Die verwendete sgRNA (sgRNA px459-
sgRNA _in5 p53+T) zielt auf die gleiche Sequenz in Intron 5 wie in 4.1.1, hat jedoch die

dort inserierte Thymin-Base bereits in ihrer Sequenz eingebaut.

A
I EF1a GFP T2A GG
2 4 rloxP PAC PolyA loxP E‘.HH
= -
< >
PCR 1: 1600bp
= o«
M
PCR 2: 235 bp
B H460A/A/LSL
£ . =
22 38 E3ZRERERD
©o o Sx g rxrx Sxxxg
- - T T S < ©o © © © g
Cosdsadangnuneo
kb M ¥ ¥ 5§ ¥ ¥ # S ¥ 2z oM

"% 1«876 bp
4235 bp
1%

Abbildung 22: Darstellung des LSL-Allels nach Transfektion durch geschachtelte PCR.
A: Schematische Darstellung der entworfenen verschachtelten PCR zur Darstellung der Mutationen.
Gestrichelter Pfeil entspricht 15 bp-langen 3‘-Konsensus Sequenz.

B: Auftrennung der Amplikons nach der PCR aus A durch 1 %ige Agarose-Gelelektrophorese.
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Um zu verhindern, dass die sgRNA nach erfolgreichem Einbau des Mutations-tragenden
Vektors erneut binden kann, tragen diese verwendeten Vektoren nicht mehr die Thymin-
Base in Intron 5. Stattdessen wurde das 3°-Ende der sgRNA mutiert, von 5°-GG-3¢ zu
5¢-CC-3° (Dies entspricht der dargestellten 5°-GG-3°-Sequenz des codogenen Strangs,
vgl. Abbildung 22 A). Durch die drei entstandenen Nichtiibereinstimmungen zwischen
Vektor und sgRNA sollte die Effizienz der Editierung erh6ht werden. Die Zellen wurden
mit 1 pg/ml Puromycin selektioniert, sodass nur Zellen, die erfolgreich den neuen Vektor
mit der R175-Mutation eingebaut hatten, iiberlebten. Die GFP-Positivitit nach der
Transfektion wurde erneut per FACS-Analyse validiert (Suppl. Abbildung I). Nun wurde
der erfolgreiche Einbau der R175-Mutation direkt auf DNA-Ebene mittels einer
geschachtelten PCR nachgewiesen. Hierbei wurde in einer LSL-allelspezifischen PCR
Exon 5 von TP53 abgebildet Abbildung 22 A). Hierbei wurde der riickwérts-Primer in
Intron 5 so entworfen, dass seine Sequenz die mutierte CC-Sequenz im Bereich der
Sequenz, an die die PAM bindet, trigt, jedoch nicht das inserierte T. Dadurch wurden nur
mutationstragende Allele amplifiziert. Uneditierte Zellen, die zwar die LSL-Kassette
trugen, jedoch nicht die Mutation, haben noch das inserierte T und die GG-Sequenz im
Bereich der PAM, wodurch der riickwirts-Primer an dieser Stelle nicht binden konnte.
Stattdessen bindet dieser riickwérts-Primer eine Sequenz in Intron 6, wo eine 15 bp 3°-
Konsensus-Sequenz dieses Primers ist. Dadurch entstand ein deutlich grof3eres Fragment
von 876 bp (Abbildung 22 B). In der anschlieenden Sanger-Sequenzierung zeigte sich
ein sehr sauberer Einbau der Mutante (Abbildung 23).

AIALSL
H460
|
CCCCAGGTCCTC|
| Intfron5 |
LA ,ﬂ" f \I | |
#B4.1 R175H ":"'."-E"u‘l ".E"If‘ 'T"f".u”u'" '~";_'I|'| | LLL
TGAGHCAQTGCC CCBRAGG=CCTC
#B4 1 R175P I I"\”'I f' m .J-I|I||Ii-,,-‘uu." \I‘l|| .I‘llﬂl il "'M I
: 111 L4
TcAGRCEATGCC CCBRAGG=CCTC
»l‘{.l\|1 ""”'.-'-,ﬁ '|'| |I|‘I |’I 'llu i
#B4.1 R175STOP W™ WY [l''l/| Abbildung 23: Sanger Sequenzierung zeigte
[TGAGATGAITGCC "'CGGAL"J'CTC
| effizienten Einbau der R175-Vektoren auf DNA-
\ il \ 1
" '| I \ | |
#E7.6 R175H VR VW 1 ;'u || Ebene.
s i I hCTC Sanger-Sequenzierung der Amplikons aus der PCR nach
| ‘.‘ | I‘l | . . .
#E7 6 R175P «},ﬂﬂﬂu" m '-]|||||."u.."'.,-' '”l'll"lllll| A "‘u“ I Abbildung 22 A. Darstellung der Region in Exon 5,
rcacacedreccd ﬁces,aw-vc R175, sowie der Region in Intron 5 im Bereich der GG-
I N il Iy g Sequenz. Uneditierte Zellen hétten hier statt der GG-
‘-Ill'n. ] ‘II‘-|IIIIIIIII"i iflil u I\
#E7.6 R175STOP 1 .l Jﬁ 1 L M Jﬁ L Sequenz ein inseriertes T 4 Basen downstream gezeigt.
TCAGAIGAITGCC CCGEAGG=CCTC]
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4.2.1.2. Nach AdenoCre-vermittelter Rekombination der LSL-Kassette zeigt
sich die aktive Expression der entsprechenden p53 R175-Mutante

Nach dem gleichen Prinzip wie in 4.1.4 sollte nun erneut die LSL-Kassette durch
AdenoCre-Infektion rekombiniert werden. Dadurch entstehen in diesem Fall Zellen, die
aktiv die entsprechende Mutante auf physiologischem Expressionslevel exprimieren.
Zunéchst wurden die Zellen erneut mit einer MOI von 250 infiziert. Nach 10 Tagen wurde
eine FACS-Analyse zur Beurteilung der Rekombinations-Effizienz durchgefiihrt. Hier
zeigte sich eine sehr gute GFP-Negativitit von 84-94 % (Abbildung 24), was bedeutet,
dass dieser entsprechende Anteil an Zellen erfolgreich rekombiniert wurde und keine

LSL-Kassette mehr trigt.

H460 #B4.1 14 Tage nach AdenoCre-Infektion
Parentale H460 R175H R175P R175STOP

H460 #E7.6 14 Tage nach AdenoCre-Infektion
R175H R175P R175STOP

Abbildung 24: Durchflusszytometrie der R175-Mutanten 14 Tage nach AdenoCre-Infektion zeigte
gewiinschte GFP-Negativitit nach Rekombination.

Filterung durch den FITC-Kanal. FITC-Positivitét korreliert mit Expression von GFP.
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Um nun gewdhrleisten zu konnen, dass bei weiteren Experimenten wirklich alle
untersuchten Zellen die entsprechende Mutation exprimieren, wurden Einzelzellklone
generiert. Die Expression der R175-Mutation des Einzelzellklons wurde fiir R175H und
R175P durch cDNA-Sequenzierung nachgewiesen (Suppl. Abbildung II). Von
R175STOP war die Auswertung der cDNA leider nicht moglich, was durch nonsense-
mediated mMRNA-Decay der entstandenen nonsense-mRNA erkldrt werden kann

(Kurosaki und Maquat 2016).

Nachdem die tatsdchliche Expression der Mutanten validiert worden war, wurde
zusdtzlich nochmals die Expression von p53 und seiner Zielproteine p21 und Mdm2
observiert. Dafiir wurden die Zellen sowohl nach als auch vor AdenoCre-Infektion mit
Nutlin-3a behandelt und per Western Blot dargestellt (Abbildung 25). Es zeigte sich eine
sehr gute p53-Expression aller Einzelzellklone. Wie erwartet zeigten sich bei den R175H
und R175STOP-Einzelzellklonen keine p21 oder Mdm2-Induktion durch p53. Bei dem
R175P-Klon der Ursprungszelle #B4.1 lieB sich jedoch eine leichte Aktivierung von p21
und Mdm2 beobachten, was auf den nur partiellen Funktionsverlust dieser Mutante
zurlickzufiihren ist und somit der Erwartung entspricht (Ludwig et al. 1996). Auffillig
war auch der R175P-Einzelzellklon des Ursprungklons #E7.6, der eine deutlich
niedrigere Bande als erwartet zeigte, weshalb ab diesem Zeitpunkt der Einzelzellklon

#E7.6 nicht mehr fiir weitere Experimente verwendet wurde.
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H460

#B4.1 p53~24+ EZK
#B4 uned. R175H R175P  R175STOP
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s [ — — = — ————————] o-p-Aktin

H460

#E7.6 p5344+ EZK
#E7 uned. R175H R175P  R175STOP
-Cre +Cre -Cre +Cre -Cre +Cre -Cre +Cre

kDa - + - + - + - + - + - + - 4+ - + N3a
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— —
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Abbildung 25: Nach AdenoCre-Infektion zeigte sich aktive Expression der entsprechenden pS53-
R175-Mutante vom endogenen Lokus.

A: Western Blot von Einzelzellklonen, die die jeweilige Mutation exprimierten. Die Einzelzellklone nach
AdenoCre-Infektion (+Cre) wurden verglichen mit deren polyklonalen Zellpools von vor AdenoCre-
Infektion (-Cre). Beide wurden jeweils fiir 24 h mit 10 pM Nutlin-3a (+N3a) oder DMSO (-N3a) behandelt.
Uned.= Klone vor Transfektion der R175-Mutante.
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Nun wurde eine quantitative PCR durchgefiihrt, bei der die relative Expression von
CDKNIA (p21) vor und nach AdenoCre-Infektion, mit und ohne Nutlin-3a-Behandlung
untersucht wurde (Abbildung 26). Als Kontrolle diente der Ursprungs-Einzelzellklon
#B4, der noch die Wildtyp-Exon 5-Sequenz trug. Nach AdenoCre-Infektion und unter
Nutlin-3a-Behandlung zeigten diese wie erwartet eine deutliche CDKN1A4-Induktion um
das 60- bis 120-fache. Im Gegensatz dazu zeigten die Einzelzellklone der R175H- und
R175STOP-Mutanten wie erwartet keine Induktion unter Nutlin-3a, da sie als loss-of-
function-Mutanten keine Zielproteine wie p21 mehr induzieren kdnnen. Der R175P-
Einzelzellklon zeigte jedoch eine leichte CDKNIA-Aktivierung durch Nutlin-3a nach
AdenoCre-Infektion, die mit dem Ergebnis des Western Blots korrelierte und wie erwihnt
auf den partiellen Funktionsverlust dieser Mutation zuriickzufiihren ist. Auf die
Betrachtung der 7P53-Expression wurde hier verzichtet, da p53 erst auf Proteinebene
unter anderem durch Polyubiquitinierung von Mdm?2 reguliert wird und noch nicht auf
mRNA-Ebene, die in der qPCR betrachtet werden wiirde (Kruse und Gu 2009). Dadurch
kann durch eine qPCR kein Riickschluss auf die p53-Regulation bzw. die p53-

Akkumulation in den Zellen geschlossen werden.

Zusammengefasst konnte in dieser Experimentreihe gezeigt werden, dass der Einbau von
einzelnen Mutanten mit anschlieBender aktiver Expression dieser Mutanten vom
endogenen Lokus gut funktioniert. Somit konnte im Folgenden die Mutagenese in etwas
groflerem Umfang begonnen werden. Exemplarisch wurde als Néachstes eine saturierte

Mutagenese des R175-Codons durchgefiihrt.

= 807 = -Cre +DMSO
2 70 Bl -Cre +N3a
a N
o< 80— = +Cre +DMSO
g3 20 mN +Cre +N3a
WX 154
¢S
2 =10+
1]
: =
01= = P

parental R1775H R175P R175*

Abbildung 26: Quantitative PCR von CDKNI1A in #B4.1 R175-Mutanten.

Bestimmung der Relativen Expression von CDKNIA durch quantitative PCR der ¢cDNA von den
Einzelzellklonen, die die Mutation in der Sanger-Sequenzierung zeigen. Die Einzelzellklone nach
AdenoCre-Infektion (+Cre) wurden verglichen mit deren polyklonalen Zellpools vor AdenoCre-Infektion

(-Cre). Beide wurden jeweils fiir 24 h mit je 10uM Nutlin-3a (+N3a) oder DMSO behandelt.
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4.2.2. Die saturierte Mutagenese des R175-Codons der H460V~SL #B4.1-
Zellen zeigt die Verwendungsmoglichkeit dieser Zellklone fiir

Hochdurchsatzmutagenese

Nun wurde im Rahmen dieser Arbeit mit dem Einzelzellklon H460~~MSL #B4.1 PuroS
eine erste saturierte Mutagenese des R175-Codons durchgefiihrt (R175-Library)
(Abbildung 27). Das Ziel war hierbei, die An- oder Abreicherung verschiedener Mutanten
unter Nutlin-3a-Behandlung zu observieren. Die transfizierte Vektormischung besteht
hierbei aus 28 einzelnen HDR femplate-DNAs, die alle eine andere Mutation tragen. Im
Detail bestehen sie aus 20 nicht-synonymen Mutationen durch Aminosdureaustausch,
einer nonsense-Mutation, einer Deletion des Codons R175, drei synonymen Mutationen
und drei Mutationen, die zu einer Verschiebung des Leserasters fihren (frameshift-
Mutation). Diese Vektormischung wurde zusammen mit der zuvor verwendeten sgRNA

in drei unabhéngigen biologischen Replikaten transfiziert.

Saturierte Mutagenese:
R175-Library

L@k

H460/ASL Behandlung
#B4.1-Zellen mit Nutlin-3a

Abbildung 27: Schematische Darstellung des Saturierte-Mutagenese-Experiments.

Unterschiedliche Farben stellen unterschiedliche Genotypen bzw. Mutationen dar. Der H460~LSL.
Einzelzellklon wurde mit der sgRNA und der R175-Library transfiziert. Nach Nutlin-3a-Behandlung fiir
10 Tage wurde durch Next Generation Sequencing (NGS) gemessen, welche Mutanten sich an- oder

abgereichert haben.
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A/N/LSL

H460 #B4.1 R175-Library Replikate 1-3
Parentale H460 vor AdenoCre-Infektion

Parentale H460

Abbildung 28: Durchflusszytometrie fiir GFP der R175-Library vor AdenoCre-Infektion und 7 bzw.
14 Tage nach AdenoCre-Infektion.

Nach 7-tdgiger Puromycin-Selektion wurde die GFP-Positivitit durch eine FACS-
Analyse validiert, um dies spéter mit den Zellen nach AdenoCre-Infektion vergleichen zu
konnen (Abbildung 28, oben).

Nun wurde die LSL-Kassette der Zellen wieder durch eine AdenoCre-Infektion mit MOI
250 herausgeschnitten. Der Erfolg dieser Rekombination wurde nach 7 Tagen (Abbildung
28, Mitte) und nach 14 Tagen durch FACS-Analyse kontrolliert (Abbildung 28, unten).
Nach 14 Tage zeigten sich 73-86 % der Zellen GFP-negativ. Die nicht rekombinierten
Zellen waren hier nicht weiter problematisch, da sie in der spdteren PCR nicht mehr

amplifiziert wurden und somit auch nicht das Endergebnis verfdlschen konnten.
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Anschlielend erfolgte eine 10-tidgige Behandlung mit Nutlin-3a, mit dem Hintergrund,
dass sich durch diese lange Nutlin-3a-Behandlung Mutanten, die mit p53-
Funktionsverlust einhergehen, anreichern sollten, wohingegen Mutanten, die keinen
grolen Einfluss auf die Funktion von p53 haben, depletiert sein sollten. Dies hat den
Hintergrund, dass p53 bei anndhernd erhaltener Funktion und Konformation durch
Nutlin-3a und die dadurch induzierte Mdm2-Inhibition stabilisiert wird und bei den
Zellen Zellyklus-Arrest oder Apoptose einleiten kann (Freed-Pastor und Prives 2012;
Vassilev et al. 2004). Nun wurde spezifisch die DNA der editierten und rekombinierten
Zellen isoliert und durch geschachtelte PCR amplifiziert (Abbildung 29 A). Zunéichst
wurden in PCR 1B durch den vorwiérts Primer in Intron 4 und dem riickwérts Primer in
Exon 7 bei kurzer Elongationszeit nur jene Allele ohne LSL-Kassette amplifiziert. Dies
beinhaltet sowohl die rekombinierten mutierten Allele als auch die beiden
deletionstragenden Allele. Die Proben vor AdenoCre-Infektion wurden durch die LSL-
allelspezifische PCR 1A amplifiziert, wodurch zunéichst auch jene LSL-Allele ohne
R175-Editierung dargestellt wurden. Im néchsten Schritt wurde mit PCR 2 das R175-
Codon von Exon 5 dargestellt. Dabei hat der riickwérts Primer eine komplementire
Sequenz fiir Allele, die eine mutierte GG-Sequenz im Bereich der PAM-Sequenz der
sgRNA haben, jedoch kein inseriertes T in Intron 5 trdgt. Somit wurden nur R175-
editierte Allele vor und nach AdenoCre-Infektion amplifiziert, nicht jedoch die
deletionstragenden Allele nach PCR 1B bzw. die uneditierten LSL-Allele aus PCR 1A.
Sowohl der vorwirts- als auch der riickwérts-Primer besitzen am 5°-Ende einen je 13 bp
langen Barcode, um die Amplikons spiter beim Next Generation Sequencing (NGS) den
jeweiligen Proben zuordnen zu kénnen. Somit entstanden nach PCR-Amplifikation 261
bp-lange Amplikons, die sich in der Agarose-Gelelektrophorese in allen Proben wie
erwartet zeigte (Abbildung 29 B). Wider Erwarten wurde eine Bande bei den parentalen
H460-Zellen observiert. Dies war unproblematisch, da amplifizierte Wildtyp-Amplikons

bei der NGS erkannt und von der Analyse ausgeschlossen wurden.
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Abbildung 29: Erfolgreiche Vorbereitung der Proben fiir Next Generation Sequencing via
geschachtelter PCR.

A: Schematische Darstellung der durchgefiihrten PCRs. PCR 1A wurde fiir die -Cre-Proben verwendet,
PCR 1B wurde fiir die +Cre-Proben verwendet. PCR 2 war bei beiden Ansétzen identisch.

B: Geschachtelte PCR des Schemas aus A wurde durchgefiihrt und das Bandenmuster nach PCR 2
aufgetrennt in 1 %iger Agarose-Gelelektrophorese. Die erwartete Bande von 261 bp wurde markiert.

Rep. = Replikate; uned. = Klon vor Transfektion mit R175-Mutationen.
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Bei der Auswertung der NGS-Daten wurden zunéchst die Daten vor AdenoCre-Infektion
(,,-Cre*) mit den Vektor-Rohdaten verglichen. Die Daten von letzterem wurden bereits
von J. Funk (AG Stiewe) akquiriert, indem die Vektor-Library als template-DNA per
PCR amplifiziert und zum NGS gesendet wurde. Dadurch konnte beobachtet werden, ob
sich die Haiufigkeitsverteilung in der Vektor-Library auch in der Zell-Library
widerspiegelt. Dafiir wurden die Datenpunkte aller drei Replikate der -Cre-Proben gegen
den Vektor-Datensatz aufgetragen. (Abbildung 30 A). Hier wurde eine signifikante

Pearson-Korrelation von Vektor zu -Cre von R? = 0,7994 berechnet.

Als nichstes wurden die Replikate vor AdenoCre-Infektion miteinander verglichen
(Abbildung 30 B). Bei Vergleich der relativen Read Counts zeigten sich signifikante
Pearson-Korrelationen von R? = 0,9465; 0,8469 und 0,8390. AnschlieBend wurden die
einzelnen Replikate vor AdenoCre-Infektion gegen die entsprechenden Replikate nach
AdenoCre-Infektion, die mit DMSO behandelt wurden, aufgetragen (Abbildung 30 C).
Erneut wurde der Pearson-Korrelationskoeffizient berechnet. Es zeigten sich bei den
3 Replikaten signifikante Korrelationen von R? = 0,7099; 0,1458 und 0,7079. Hier ist ein
groBBer Ausreifler in Replikat 2 fiir die schlechte Gesamtkorrelation verantwortlich. Bei
Vergleich der drei +Cre DMSO-Replikate miteinander fiel jedoch eine suboptimale
Korrelation von R? = 0,04861; 0,3798 und 0,0661 auf (Suppl. Abbildung III A). Auch
hier zeigten sich zwei Ausreifler-Datenpunkte in Replikat 2 bzw. 3, die zu diesen

Korrelationswerten beitragen.
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Abbildung 30: Korrelation der R175-Library-Replikate und gegeniiber der Vektor-Library im Next
Generation Sequencing.

A: Darstellung relativer Read Counts aller Datenpunkte vor AdenoCre-Infektion gegen den Vektor selbst
in einem zweidimensionalen Streudiagramm mit linearer Regressionslinie.

B: Darstellung der relativen Read Counts aller Datenpunkte der drei Replikate vor AdenoCre-Infektion.
C: Darstellung der relativen Read Counts aller Datenpunkte der drei Replikaten vor AdenoCre-Infektion
mit den entsprechenden Replikaten nach AdenoCre-Infektion.

R? entspricht der jeweiligen Pearson-Korrelation. Angabe von signifikanter Korrelation: * entspricht

p <0,05; ** entspricht p < 0,005; *** entspricht p < 0,0005.
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AnschlieBend wurde der relative Fitness-Score nach Nutlin-3a-Behandlung fiir jede
einzelne Mutante bestimmt. Dieser wird berechnet aus dem log2-transformierten
Quotienten der relativen Read Counts jeder Mutante unter Nutlin-3a-Behandlung geteilt
durch die Kontrollbehandlung unter DMSO. Dadurch wird gezeigt, ob sich eine Mutante
unter Nutlin-3a-Behandlung im Vergleich zur DMSO-Kontrolle an- oder abreichert.
Anhand dieser Daten wurde eine Heatmap erstellt, die fiir jedes Replikat und jeder
Mutante den jeweiligen relativen Fitness-Score farbig auftrdagt (Abbildung 31, Suppl.
Abbildung ITI B). Blau bedeutet hierbei eine Depletion, Rot eine Anreicherung und Weil3
weder eine An- noch eine Abreicherung unter Nutlin-3a-Behandlung im Vergleich zur
DMSO-Behandlung. Wie erwartet zeigten hier die frameshift-Mutationen (FrShift) sowie
die Stopp-Mutante eine Anreicherung. Auch die erwihnte hotspot-Mutante R175H zeigte
eine Anreicherung unter Nutlin-3a-Behandlung. Die stillen Mutationen R175R zeigten
wie erwartet eine Depletion unter Nutlin-3a-Behandlung. Die nicht-synonyme Mutante
R175P, die zu partiellem Funktionsverlust fiihrt, zeigte erwartungsgemall weder An- noch
Abreicherung. Zusammenfassend konnte mit diesem Pilotexperiment die Mdglichkeit
einer Hochdurchsatzmutagenese validiert werden. In dem Einzelzellklon #B4.1
funktioniert sowohl der Einbau einzelner Mutanten als auch das Durchfiihren einer
saturierten Mutagenese. Somit wurde mit der erfolgreichen Generierung von H460%2/-5L
#B4.1 PuroS der Grundstein fiir weitere Projekte gelegt und ein Werkzeug geschaffen,
um beliebige weitere 7P53-Mutationen auf ihre funktionellen Konsequenzen zu

charaktersieren.
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Abbildung 31: Berechnete Relative Fitness Scores der R175-Library als Heatmap.

Darstellung der Relativen Fitness Scores (RFS) der einzelnen Replikate fiir jede entsprechende
Basensubstitution der R175-Library in einer Heatmap. Der RFS berechnet sich durch folgende Formel:
log(rRC N3a / rRC DMSO). rRC = relative Read Counts.
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4.3. Erfolgreiche Etablierung einer effizienten Mutagenese von 7P53

durch Base Editing in H460 und HCT116-Zellen

4.3.1. Erste Versuche mit R273C-induzierenden sgRNAs zeigen eine sehr

hohe Effizienz des Base Editors, Basentransitionen zu induzieren

Bevor im Rahmen dieser Arbeit Experimente mit dem Base Editor begonnen wurden,
wurden bereits von J. Funk aus der AG Stiewe erste wichtige Erkenntnisse diesbeziiglich
festgestellt. Zunédchst wurden die im Folgenden verwendeten beiden sgRNAs gegen das
Codon R273 in Exon 8 sowie die Kontroll-sgRNA gegen das Luciferase-Gen durch
Golden Gate-Klonierung generiert (im Folgenden sgR273.1, sgR273.2 und sglLuc). Diese
wurden zunichst in den beiden Zelllinien H460 und HCT116" getestet. Dafiir wurden
die 3 sgRNAs jeweils einzeln mit dem Base Editor (pCMV-hA3a-eBE-Y130F)
kotransfiziert. Anschlieend wurde ein Kolonieformationstest durchgefiihrt, bei dem sich
in beiden sgRNAs, die gegen die 7P53-Exon 8-Region zielen, Nutlin-3a-resistente
Kolonien zeigten (Abbildung 32). Dieser erste Erfolg unter Verwendung des Base Editors

sollte im Rahmen dieser Arbeit nun weiter fortgefiihrt werden.

Parentale H460
+ pCMV-hA3A-eBE-Y130F

Luc R273.1 R273.2

+DMSO
+N3a 10pM
HCT1162%
+ pPCMV-hA3A-eBE-Y130F
Luc R273.1 R273.2
+DMSO Abbildung 32: Kolonieformationstest
nach initialer Base Editor Transfektion.
Kolonieformationstest der beschrifteten
Proben nach 7 Tagen DMSO bzw. 10 uM
+N3a 10pM
Nutlin-3a-Behandlung. Durchgefiihrt von
J. Funk, M.Sc., AG Stiewe.
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Die erwihnten sgRNAs sgR273.1; sgR273.2 und sgluc wurden jeweils einzeln erneut
zusammen mit dem Base Editor pCMV-hA3a-eBE-Y130F in parentale H460-Zellen
sowie in HCT116%*-Zellen transfiziert. Die verwendeten sgRNAs haben in ihrem
Editierungsfenster, was wie erwéhnt als Base 3-8 der sgRNA definiert ist, genau eine
Cytosin-Base an Stelle 3 (sgR273.1) bzw. Stelle 4 (sgR273.2). Durch eine dortige Cytosin
zu Thymin Transition durch den Base Editor entsteht die nicht-synonyme Mutation von
Arginin zu Cystein (R273C, CGT zu TGT). R273C ist nach R175H die zweithdufigste
klinische Mutation von p53 und somit ebenfalls von groB3er klinischer Relevanz (Kandoth
et al. 2013). Die Kontroll-sgRNA zielt auf das Luciferase-Gen, was in humanen Zellen
nicht prisent ist und somit keinen Angriffspunkt fiir den Base Editor bieten sollte. Nach
7-tdgiger Nutlin-3a-Behandlung wurde zunichst eine geschachtelte PCR zur Darstellung
von Exon 8 mit genomischer DNA der polyklonalen Zellen durchgefiihrt (Abbildung 33).
Da die verwendete Zelllinie HCT116%" auf dem Knockout-Allel eine Deletion in Intron
5 tragt, konnte mit der PCR 1 gezielt nur das aktiv exprimierende Allel amplifiziert
werden. Dafiir liegt der vorwérts Primer in Intron 5 innerhalb der Deletion des Knockout-

Allels.

HCT116%"* + pCMV-hA3A-eBE-Y130F:

- =
) PCR 1A: 1565bp '
= <=
Al
PCR 2: 214 bp

H460 + pCMV-hA3A-eBE-Y130F:
[ [, ] ]
4 5 6 7 8 9
L L Ll
nd -
A—
PCR 2: 214 bp

Abbildung 33: Schema der durchgefiihrten geschachtelten PCRs zur Darstellung von Exon 8.

Fiir HCT116-Zellen wurde eine geschachtelte PCR durchgefiihrt, um spezifisch ein Allel abzubilden. Dafiir
wurde in PCR 1 der vorwérts Primer in eine in Intron 5 lokalisierte Deletion eines der beiden Allele gelegt,
wodurch nur das andere Allel dargestellt wurde. Dagegen wurde fiir H460 nur eine PCR dargestellt, da hier

keine Moglichkeit der spezifischen Darstellung einzelner Allele bestand.
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AnschlieBend wurde dieses Amplikon in PCR 2 verwendet, die nur das Exon 8 darstellt
(Abbildung 34 A). Da der Base Editor in parentale H460-Zellen transfiziert wurde,
bestand bei diesen keine Mdoglichkeit, nur einzelne Allele zu amplifizieren, sodass hier
nur die PCR 2 durchgefiihrt wurde. Parallel dazu wurden aus dem polyklonalen Zellpool,
der mit Nutlin-3a behandelt worden war, Einzelzellklone generiert. Insgesamt wurden so
7 Einzelzellklone der Zelllinie H460 und 6 Einzelzellklone der Zelllinie HCT116 in der
gleichen Art und Weise durch PCR amplifiziert (Abbildung 35). Die Amplikons wurden
anschlieBend durch Sanger-Sequenzierung analysiert (Abbildung 34 B). Bei dieser
Sequenzierung konnte Folgendes beobachtet werden: Zunichst zeigte sich ein homogener
Einbau der erwarteten Punktmutation R273C in beiden mit Nutlin-3a behandelten
Zelllinien. Die mit DMSO-behandelten HCT116-Zellen, nicht jedoch den H460-Zellen,
zeigten zudem bereits ein gemischtes Signal aus Wildtyp- und mutierter Sequenz. In einer
Schitzung der Base Editing-Effizienz in den HCT116-Zellen mit dem Programm EditR
(Kluesner et al. 2018) zeigten sich 55% bzw. 37% von den mit sgR273.1 bzw. sgR273.2-
transfizierten polyklonalen Zellpools editiert (Daten nicht gezeigt). Dass dieser
polyklonale Zellpool schon ohne Selektion mit Nutlin-3a eine solch ausgeprigte Mutation
in der Sanger-Sequenzierung zeigt, gab einen ersten Hinweis auf die sehr gute
Editierungseffizienz des Base Editors nach Transfektion. Auch alle analysierten
Einzelzellklone beider Zelllinien zeigten sehr homogen die erwartete R273C-

Punktmutation (Suppl. Abbildung IV A).
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. 5
HCT116" H460 3
+ pCMV-hA3A- + pCMV-hA3A- |.> O,
eBE-Y130F eBE-Y130F o T
M Luc R273.1 R273.2 Luc R273.1 R273.2 5 S o
T T M
o b
B H460+ pCMV-hA3A- HCT1164*+ pCMV-hA3A-
eBE-Y130F p.k. eBE-Y130F p.k.
sgRNA R273.2 sgRNA R273.2
sgRNA R273.1 sgRNA R273.1
\ \ﬂl..\ T b b e Vo \II‘I A | |l/\
sglLuc —WMAM il M%/\ﬁ‘\fw\. NMAM | M\" M\ﬂm@

CAGCTTTGAGGTACGTGTTTGTGCCTGTCCTGGGAL CAGCTTTGAGGTHEGH GTTTGTGCCTGTCCTGGGA

sq_R273.1 —Naa L ’\“Mﬂﬂf‘ W) N\f\MM W

CAGCTTTGAGGTRCGTGTTTGTGCCTGTCCTGGGA CAGCTTTGAGGTTGT GTTTGTGCCTGTCCTGGGA

sg_R273.1 +N3a{ideubdaw ’\(W\/\W\ i I [\N\M\ \’UW\“

CAGCTTTGAGGTARGTGTTTGTGCCTGTCCTGGGAL CAGCTTTGAGGTHIGT GTTTGTGCCTGTCCTGGGA R

sg_Ro7a.2 -Naa b AAA)

I
CAGCTTTGAGGTACGTGTTTGTGCCTGTCCTGGGAL CAGCTTTGAGGTEGT GTTTGTGCCTGTCCTGGGA \

| \
sg_R273.2 +Naa Rl

CAGCTTTGAGGTQIGTIGT T TGTGCCTGTCCTGGGA

CAGCTTTGAGGT G TTTGTGCCTGTCCTGGGA

Abbildung 34: Sanger-Sequenzierung der polyklonalen Zellpools nach DMSO- bzw. Nutlin-3a-
Behandlung zeigte eine sehr hohe Effizienz des Base Editors.

A und B: Durchfiihrung der PCR aus Abbildung 33 mit anschlieBender Bandenauftrennung in 1 %iger
Gelelektrophorese von polyklonalen HCT116 ~* bzw. H460-Zellpools (A) nach Base Editor-Transfektion.
Charakterisierung der Proben durch Sanger-Sequenzierung (B). Hervorhebung des R273-Codons in
Exon 8 von TP53 im Zackendiagramm. Die VergroBerung in B verdeutlicht die beobachtete Uberlagerung

von Wildtyp- und Mutantensequenz. ,Luc®, ,R273.1&.2“ = jeweilige transfizierte sgRNA.
Uned. = uneditiert.

92



Ergebnisse
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Abbildung 35: PCR zur spezifischen Darstellung des R273-Codons in Base Editor-transfizierten

Einzelzellklonen.

Durchfithrung der PCR aus Abbildung 33 mit anschlieBender Bandenauftrennung in 1 %iger
Gelelektrophorese von EZKs von HCT116 #* bzw. H460-Zellen nach Base Editor-Transfektion.
Charakterisierung der Proben durch Sanger-Sequenzierung (Suppl. Abbildung IV).

Diese Nutlin-3a-resistenten Einzelzellklone wurden nun weiter analysiert. Hier war das
Ziel, die aktive Expression der Mutante nachzuweisen. In einer durchgefiihrten Sanger-
Sequenzierung der cDNA zeigte sich analog zu der Sequenzierung genomischer DNA die
R273C-Mutante in allen 13 Einzelzellklonen. (Suppl. Abbildung IV B).

Anschlieend wurde ein Western Blot der Einzelzellklone durchgefiihrt, um die p53-
Expressionslevel, sowie die mogliche Expression von den Effektorproteinen p21 und
Mdm2 zu beurteilen (Abbildung 36). Hier wurden nun unbehandelte R273C-
Einzelzellklone mit Nutlin-3a-behandelten parentalen H460- bzw. HCT116 #* -Zellen

verglichen. Im Western Blot zeigte sich eine p53-Expression aller Einzelzellklone. Vor
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allem die H460-Zellen zeigen unbehandelt &hnlich hohe p53-Expression wie die Nutlin-
3a-behandelte Kontrolle. Obwohl der Western Blot nur ein semiquantitatives Verfahren
ist (Mahmood und Yang 2012), kann hier von einer Stabilisierung der Mutante in den
H460-Zellen ausgegangen werden. Wichtig zu erwdhnen ist auflerdem das
erwartungsgeméfle Ausbleiben einer Mdm2- oder p21-Induktion in Einzelzellklonen mit

der hotspot-Mutation.
Die p53-Bande der H460-Einzelzellklone schien jedoch etwas niedriger zu laufen als die

der parentalen H460-Kontrolle. In einem siRNA-Knockdown von p53 wurde deshalb die
p53-Spezifitit dieser Bande bestétigt (Suppl. Abbildung V).

2 HCT 116"
“w Nutlin-3a sg_R273 EZK
kba § - + B1 C1 D1 E1 D2 E2
50 *.... ---“-G'DS?)
80
S - a-mdm?2
27 o a-p21
40 Sy " |0(—B-Aktin
? H460
"2 Nutiin-3a sg_R273 EZK
kba § - + A1 B1 C1 D1 A2 B2 C2
e e
80- — - a-mdm2
25— F
a-p21

Abbildung 36: Western Blot zeigte Stabilisierung der exprimierten p53-Mutante in R273C-mutierten
Einzelzellklonen.

Western Blot zur Darstellung der p53-, Mdm2- und p21- Expression der unbehandelten R273C
Einzelzellklone. Parentale H460 bzw. HCT116%/* nach 24 h 10 uM Nutlin-3a oder DMSO-Behandlung
(,,- Nutlin-3a*) dienten als Kontrolle. Als Negativkontrolle dienten Zellen mit p53-Deletion von Exon 2 —

9. Die Aktin-Expression diente als Ladekontrolle.
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4.3.2. Die erfolgreiche Generierung und Anwendung des Base Editors mit

27 sgRNAs an Exon 8 von 7P53

Da nun nachgewiesen wurde, dass dieser Base Editor sehr effizient funktioniert, wurde
dieser als nidchstes in einem etwas groleren Mallstab verwendet. Dafiir wurden in
Exon 8 alle PAM-Sequenzen (,,NGG*) identifiziert (Abbildung 37). Zusétzlich wurden
alle PAM-Sequenzen um Exon 8 herum identifiziert, deren Editierungsfenster zumindest
teilweise in Exon 8 lokalisiert ist. Als Beispiel kann hier sgRNA #8 angefiihrt werden,
die ihre PAM-Sequenz auBerhalb von Exon 8 besitzt, sich das Editierungsfenster jedoch
innerhalb von Exon 8 befindet (Abbildung 38 A). Insgesamt wurden so 27 mdogliche
sgRNAs in und um Exon 8 erfasst. Diese beinhalten auch die schon gezeigten sgR273.1
und sgR273.2. Diese entworfenen sgRNAs wurden nun als annealed Oligonukleotid
durch GoldenGate-Klonierung in den bestehenden Vektor (pGL3 U6 sgRNA PGK-
puromycin) kloniert (Abbildung 38 B).

GTAGTGGTAATCTACTGGGA ICCCCCAGGGAGCACTAAGCG
AGAGAATCTCCGCAAGAAAG IACTAAGCGAGGTAAGCAAGC
ICTGAGTAGTGGTAATCTACT GTGCCTGTCCTGGGAGAGAC
CCTGAGTAGTGGTAATCTAC TGCGTGTTTGTGCCTGTCCT| AAGAGAATCTCCGCAAGAAA CTCACCACGAGCTGCCCCCA
IACTGGGACGGAACAGCTTTG GTGCGTGTTTGTGCCTGTCQTGGGAGAGACCGGCGCACAG GAAGAGAATCTCCGCAAGAA [CCTCACCACGAGCTGECCC]

ATCCTGAGTAGTGGTAATCTACTGLGACGGAACAGCTTTGAGGTGCGTGTTTGTGCCTGTCCTGGGAGAGACCOECECACAGAGGAAGAGAAT CTCCOCAAGAAAGGGGAGCCTCACCACGAGCTGCCCCCAGGGAGCACTAAGCGAGGTAAGCAAGCAGGAL
TAGGACTCATCACCATTAGATGACCCTGCCTTGTCGAAACTCCACGCACAAACACGGACAGGACCCTCTCTGGCCGCGTGTCTCCTTCTCTTAGAGGCGTTCTTTCCCCTCGGAGTGETGCTCGACGGGGGTCCCTCETGATTCGCTCCATTCGTTCGTCCTG

BTCCCTCGTGATTCGCTCCA
GGTCCCTCGTGATTCGCTCO
CTCATCACCATTAGATGACG CAGGACCCTCTCTGGCCGCG GTGGTGCTCGACGGGGETCO
CGCGTGTCTCCTTCTCTTAG GTTCTTTCCCCTCGGAGTGG GCTCGACGGGGGTCCCTCGT|
CCCTCTCTGGCCGCGTGTCT| CCCTCGTGATTCGCTCCATT

TAGGACTCATCACCATTAGA [TCCCTCGTGATTCECTCCAT|

T T T T T T T T
18,582 18,602 18,620 18,640 16,869 16,682 16,782 18,720

Abbildung 37: Uberblick aller 27 verwendeten sgRNAs des Base Editor-Experiments.
Die Pfeilspitze markiert das jeweilige 3’-Ende der sgRNA, der sich eine ,,NGG*“ PAM-Sequenz anschlief3t.
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Nach Amplifikation und Aufreinigung der Klonierungsprodukte wurde der erfolgreiche
Einbau der sgRNA in den Vektor durch Kontrollverdau und Sanger-Sequenzierung
validiert (Suppl. Abbildung VI und Suppl. Abbildung VII). Hier zeigte sich bei sgRNA
#11 eine Deletion, sodass diese von den Experimenten ausgeschlossen wurde (Daten
nicht gezeigt). In sgRNA #24 zeigte sich eine Uberlagerung der Peaks mit einer anderen
sgRNA. Diese wurde trotzdem, wie auch die 25 anderen sgRNAs fiir das weitere
Vorgehen verwendet.

Die 26 aufgereinigten Vektoren, die die sgRNAs beinhalten, wurden jeweils zusammen
mit dem Base Editor in HCT116%*-Zellen transfiziert. Als Kontrolle diente erneut die
bereits erwédhnte sgluc. Anschliefend wurde ein Kolonieformationstest nach Nutlin-3a-

Behandlung durchgefiihrt (Abbildung 39).

A B

e 3 3 3 3
B F F G S T I8
Sturce

EFA =8

Exon 8 220 :

TP53

lVerdau &urch Bsal
Einflgen des annealed Oligo:

CCgELALNAALLGAGG [ AALTAAG
CTEGATTCECTCCATTOGTTCGE

SEFE S8

Abbildung 38: Schema der Generierung der Vektoren pGL3_U6_sgRNA PGK_puromycin_1-27
durch GoldenGate-Klonierung.

A: Lokalisation der sgRNA #8 in Exon 8 von 7P53. Im Editierungsfenster von Base 3-8 befindet sich genau
eine Cytosin-Base, die hier markiert wurde.

B: Schema der durchgefiihrten GoldenGate-Klonierung unter Verwendung von Bsal exemplarisch an

sgRNA #8.
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HCT116"" + BE + sgRNA #

1

sglL.uc

+DMSO

+N3a 10 uM

+DMSO

+N3a 10 uM | A
+DMSO

+N3a 10 uM

Abbildung 39: Kolonieformationstest der 26 sgRNAs nach Kotransfektion mit dem Base Editor.

Kolonieformationstest der polyklonalen Zellen, die mit dem Base Editor und der angegebenen sgRNA
transfiziert wurden. Die Zellen wurden vor Fixation fiir 9 Tage mit 10 uM Nutlin-3a oder DMSO als
Kontrolle behandelt. Zusétzlich wurde eine Aufteilung in drei Kategorien vorgenommen, je nach der
optischen Anzahl an Nutlin-3a-resistenten Kolonien. Die rote Gruppe (Gruppe 1) zeigte die meisten

Kolonien, Griin (Gruppe 2) vereinzelte Kolonien und Blau (Gruppe 3) keine oder kaum Kolonien.
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Die mit Nutlin-3a-behandelten Platten der 26 sgRNAs wurden in drei Gruppen
kategorisiert. In die erste Gruppe wurden jene sgRNAs aufgenommen, die viele Nutlin-
3a-resistente Kolonien bildeten. Darunter zdhlten sgRNA #1, #13, #14, #16, #17, #20,
#24 und #27. Die zweite Gruppe beinhaltet sgRNAs, welche zusammen mit dem Base
Editor einige Nutlin-3a-resistente Kolonien generiert haben, jedoch deutlich weniger als
in Gruppe 1. Darunter zéhlten sgRNA #2, #3, #4, #6, #7, #8, #12 und #23. In Gruppe 3
waren alle sgRNAs, die nach der Transfektion kaum oder keinerlei Nutlin-resistente

Kolonien generiert haben.

HCT116" " + BE + sgRNA #
bpM 1 2 3 4 6 7 8 9 10 12

1000

HCT116"" + BE + sgRNA # go o
13 14 15 16 17 20 23 24 25 27 M2 L

214 bp

Abbildung 40: Analyse der gDNA Nutlin-resistenter Zellen nach Transfektion durch spezifischer
geschachtelter PCR.

Nach Isolation genomischer DNA aus entsprechenden Nutlin-resistenten Zellen wurde eine geschachtelte
PCR nach dem Schema aus Abbildung 33 durchgefiihrt und anschlieBend das Bandenmuster in einer 1
%igen Agarose-Gelelektrophorese dargestellt.

AnschlieBend wurde die genomische DNA der mit Nutlin-3a behandelten Zellen
untersucht. Diese wurde dann durch eine bereits erwihnte geschachtelte PCR amplifiziert
(Abbildung 40; Abbildung 33). Von den so generierten Amplikons konnte nun durch
Sanger-Sequenzierung die jeweilige induzierte Mutation charakterisiert werden (Tabelle
17, Suppl. Abbildung VIII). In der erwdhnten Gruppe 1 konnten 7/8 der induzierten
Mutationen klar identifiziert werden. Hierbei féllt auf, dass diese Gruppe aus klinisch

bekannten Mutationen (vgl. Bouaoun et al. 2016; TCGA Research Network) oder aus
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induzierten Deletionen besteht. Deletionen treten nur in Gruppe 1 auf mit einer 24 bp
langen Deletion am Anfang von Exon 8 in den mit sgRNA #1 transfizierten Zellen sowie
einer 4 bp langen Deletion in den mit sgRNA #24 transfizierten Zellen, die zu einem
frameshift fiihrt. Bei der groBen Deletion kommt es, da diese am downstream-Ende des
Introns beginnt, wahrscheinlich {iber einen Defekt der Splicing Acceptor Site zu Splicing-
Defekten (Baten et al. 2006). Diese konnen zu einem frameshift fiilhren, was die Nutlin-
3a-Resistenz erklart. Bei den nicht-synonymen Punktmutationen fallen zunéchst die
beiden bereits bekannten sgRNAs #14 und #27 auf, die die R273C-Mutation induzieren.
Andere Zellen aus Gruppe 1 zeigten meist mehrere simultane Mutationen. In Gruppe 2
sind zundchst die mit sgRNA #3 transfizierten Zellen zu nennen, in denen eine weitere
hotspot-Mutation festgestellt wurde, R282W. Diese ist die am sechsthdufigsten
beobachtete 7P53-Mutation in menschlichen Karzinomen (Bouaoun et al. 2016). Zudem
wird in den mit SgRNA #8 transfizierten Zellen die Mutation R306* beobachtet. Diese
steht in den klinisch am héufigsten beobachteten 7P53-Mutationen an Platz 13 (Bouaoun
et al. 2016). Ansonsten sind die beobachteten Mutationen in Gruppe 2 und 3 entweder
nicht klinisch bekannt oder es konnte keine Mutation ausgewertet werden, da nicht

geniligend genomisches Material nach Nutlin-3a-Selektion zur Verfiigung stand.

Position auf
SgRNA# Mutation der sgRNA Klinische Haufigkeit
5¢>3¢
ol 24 bp am Anfang 12
von Ex8
K305K 6 NlCht bekannt
Y R306Q 4 Nicht bekannt
A307T 1,2 Nicht bekannt
e3 R282W 11 2,06 % (6. Haufigste Mutation)
K305K 7 Nicht bekannt
o4 R306Q 5 Nicht bekannt
A307T 2,3 Nicht bekannt
e5
6 P301L 5 Nicht bekannt
o7 G262S 8 Nicht bekannt
o8 R306* 7 0,76 % (13. Hiiufigste Mutation)
0 keine induzierte
Mutation
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el0 K291K 15 Nicht bekannt

el2 E287* 5 0.09 %

el3

el4 R273C 3 2,87 % (2. Haufigste Mutation)
el5

D281K 9 Nicht bekannt
ol6 R282Q 5 0,02 %

R283H 2 0,02 %

E285K -4 0,55 % (21. Héiufigste Mutation)
el7 P278S 9 0,34 % (46. Hiufigste Mutation)
el8
el9
020 R283H 7 0,02 %

E285K 2 0,55 % (21. Héufigste Mutation)
o221
e22
023 ﬁfg(zi/% tation 471 Nicht bekannt
S o
o025
026
27 R273C 4 2,87 % (2. Haufigste Mutation)

Tabelle 17: Ubersicht aller beobachteten Mutationen nach Analyse der gDNA der 26 Nutlin-
resistenten polyklonalen Zellpools nach Base Editor-Transfektion durch Sanger-Sequenzierung.

Die Farben entsprechen der Aufteilung in drei Kategorien, je nach der optischen Anzahl an Nutlin-3a-
resistenten Kolonien im CFA aus Abbildung 39: Die rote Gruppe (Gruppe 1) zeigte die meisten Kolonien,
Griin (Gruppe 2) vereinzelte Kolonien und Blau (Gruppe 3) keine oder kaum Kolonien.

Klinische Héufigkeit nach Bouaoun et al. (2016).

Alle Befunde zusammen betrachtet, fallen hier folgende Aspekte auf: Insgesamt wurden
25 Punktmutationen und 2 Deletionen beobachtet, die alle auf eine Cytosin-zu-Thymin
Baseneditierung zuriickgefiihrt werden konnten. Mit 16/27 (59,3 %) validierten
Mutationen befand sich der GrofBteil, jedoch nicht alle beobachteten Mutationen in dem

erwihnten Editierungsfenster der sgRNA von Base 3-8.

25/27 (92,6 %) der Mutationen konnten im Fenster von Base 1-12 der sgRNA beobachtet

werden, eine Mutation befindet sich an Position -4 und eine an Position 16. Auffillig war
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zudem, dass 4 der beobachteten Basensubstitutionen an Position 2 der sgRNA
stattfanden, was in dieser Haufigkeit sonst nur an Position 5 und 7 der Fall war. Bei
Betrachtung aller Cytosin-Basen, die sich im Editierungsfenster 3-8 der sgRNA befinden,
zeigten sich 16/23 (69,6 %) dieser Cytosine editiert. Nach Ausweitung des
Editierungsfensters auf Base 1-12 der sgRNA waren 25/54 (46,3 %) der Cytosin-Basen
editiert.

Zusétzlich wurde die Transitionseffizienz an CpG-Sequenzen betrachtet. Hier zeigten
sich insgesamt 10/11 (90,9 %) CpG-Sequenzen im Editierungsfenster der Base 1-12 und
8/8 CpG-Sequenzen im Editierungsfenster der Base 3-8 der sgRNA als editiert. Bei
Betrachtung weiterer Basen, die auf ein Cytosin-Nukleotid in dem Editierungsfenster von
Base 1-12 folgten, zeigte sich eine relative Ineffizienz bei Editierung eines Cytosins vor
einem Thymin (CpT, 8/21, 38,1 %) oder Cytosin (CpC, 5/19, 26,3 %), bei einem Adenin
auf das Cytosin wurde recht effizient editiert, allerdings kommt dieses Dinukleotid in der
untersuchten DNA selten vor (CpA 2/3, 66,7 %) (Abbildung 41, links). Bei Analyse der
Basen vor einem Cytosin in dem Editierungsfenster von Base 1-12 waren GpC- (8/15,
53,3 %) und TpC-Sequenzen (8/13, 61,5 %) im Vergleich zu CpC- (6/18, 33,3 %) und
ApC-Sequenzen (3/8, 37,5 %) deutlich bevorzugt editiert (Abbildung 41, rechts).

100% 100%
80% 80%
60% 60%
40% 40%
0% 0%
CpG CpT CpC CpA GpC TpC CpC ApC
editierte Base nach C editierte Base vor C

Abbildung 41: Prozentuale Abbildung aller Cytosin-Basen (C) im Editierungsfenster von Base 1-12

bei Betrachtung der Base vor bzw. nach dem C.

Zuletzt wurde beim Vorliegen mehrerer nicht-synonymer Mutationen in einem Zellpool
untersucht, ob jedes Allel jeder Zelle diese Editierung trégt oder ob verschiedene Zellen
nur einzelne Mutationen tragen. Dafiir wurden exemplarisch die mit sgRNA #16

transfizierten Zellen analysiert, die in der Sanger Sequenzierung die vier Mutationen
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D281K, R282Q, R283H und E285K zeigten (Tabelle 17). Die genomische DNA dieser
Zellen wurde in der PCR nach Abbildung 33 amplifiziert und TOPO-kloniert. Die
anschliefende Sanger-Sequenzierung dieser Mini-Préaparationen zeigte alle 4 Mutationen
auf allen sequenzierten Allelen (Abbildung 42). AbschlieBend kann so festgestellt
werden, dass der Base Editor sehr effizient an den durch die sgRNA ermdglichten Stellen
der DNA-Sequenz die Baseneditierung durchfiihrt. Bei mehreren verfiigbaren Cytosin-
Basen im Editierungsfenster kann es zu mehreren C>T Transitionen kommen. Es besteht
jedoch nur eine geringe Pradiktabilitit, welche Cytosin-Basen im Editierungsfenster
editiert werden wiirden und welche nicht. Diejenigen Cytosin-Basen, die jedoch durch
den Base Editor desaminiert wurden, sind sehr effizient in einem GroBteil aller Zellen

eines polyklonalen Zellpools editiert.

Mini-Praparationen nach
TOPO-Klonierung

bttt
#1 l”h"i“'\t h"""lmij\ \”ﬂ“ | J'IE"*'J‘"I‘T'-\
TGTCCTEEGAGAAACCAGCACACAAAGEAABAGAAT

|

'.'IH ',l

#2 J'”! "f ”a"il'H A'-H'i'“ﬁl“ {1|ll‘l""'m".‘"'

TGTCCTCRGAGAAACCAGCACACAAAGEAAGAGAAT

||
A u " [
S

TGETCCTOEGAGAAACCAGCACACAAAGEAAGAGAA

|

|| | i\ |

I 11 ||\ I\ IHlll“hl:'.u‘,‘ I.”"II"
adlll "*"\a"a".fw"w" LU

GTCCTCEGAGAAACCAGCACACAAAGEAAGAGAAT

#5 i "'{W\"ﬁh"‘l"nf '";'“'u"'~"I"»"I'y"'-'ﬂ'i}""'-

N ._-_L._ CLGAGAAACCAGCALC, AC.-\AAGEA.Z\GAGAA_

Abbildung 42: TOPO-Klonierung der mit sgRNA#16 und Base Editor transfizierten Zellen.
Sanger-Sequenzierung von generierten Mini-Praparationen aus den mit Base Editor und sgRNA #16-
transfizierten Zellen. Diese wurden nach TOPO-Klonierung aus Amplikons der geschachtelten PCR aus

Abbildung 40 préipariert. Darstellung von 5 exemplarischen Minis aus einer Gesamtanzahl von 24 Minis.
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5. Diskussion

5.1. Die erfolgreiche Etablierung einer H460V* ™St PuroS — Zelllinie

mit anschlieender Mutagenese des R175-Codons

5.1.1. Der Einbau der LSL-Kassette in parentale H460-Zellen durch
CRISPR/Cas9 und HDR ist gelungen

TP53 ist das am haufigsten mutierte Gen in menschlichen Krebserkrankungen (Kandoth
et al. 2013). Die enorme Vielfalt des Verhaltens unterschiedlicher p53-Mutanten machen
eine spezifische Therapie gegen mutiertes pS3 bis heute sehr schwer. Deshalb ist umso
mehr eine genaue Charakterisierung einzelner p53-Mutanten von Bedeutung, um ein
tiefgreifenderes und verbessertes Verstandnis von diesen gewinnen zu konnen. /n vitro
konnen so verschiedene Behandlungsmdglichkeiten gegen die p53-mutierten
Tumorzellen getestet werden, was abhédngig von deren Verhalten in der Optimierung

derzeitiger Therapieoptionen resultieren kann.

Der grofite und wichtige Teil dieser Arbeit war die Etablierung eines H460-Zellklons mit
induzierbarer, monoallelischer p53-Expression, der durch CRISPR/Cas9 und HDR
modifiziert werden kann. Dieses Ziel wurde erreicht, es wurde ein Puromycin-sensitiver
H460Y218L_Zellklon generiert. Dadurch kénnen hier iiber einen Vektor mit intaktem pac
und anschliefender Selektion spezifische Mutationen in den endogenen 7TP53-Lokus
eingebaut werden. Die dann nach AdenoCre-Infektion entstandenen Zellen exprimieren

aktiv mutiertes p53 (vgl. Abbildung 18).

In dieser Arbeit wird mut-p53 in den H460-Zellen von einem Allel vom endogenen Lokus
aus exprimiert. Auch physiologisch kann dies der Fall sein, indem ein Allel mutiert
vorliegt und im Verlauf das andere, intakte Allel z.B. im Rahmen der Zellteilung verloren
geht (sog. LOH, loss of heterozygosity) (Nichols et al. 2020). Ublicherweise liegen bei
der Tumorgenese jedoch zwei mutierte Allele des Tumorsuppressors vor (Weinberg
2014, S. 239-241). Im Sonderfall des dominant-negativen Effekts inhibiert mut-p53 das
Wildtyp-Allel, somit wird die Mutante hier auch von nur einem Allel exprimiert

(Boettcher et al. 2019).

Dennoch kann das in dieser Arbeit beobachtete Verhalten von Mutanten, die von einem
Allel aus exprimiert werden, wahrscheinlich als physiologischer betrachtet werden als die
artifizielle Uberexpression von mut-p53 in zuvor p53-null-Zellen (vgl. Kotler et al. 2018).

Im Gegensatz zu dieser hdufigen Herangehensweise wurde p53 und dessen Mutationen
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in dieser Arbeit nur vom natiirlichen Promoter aus dem endogenen Lokus exprimiert und
ist somit Teil physiologischer Regulationskreise. Entgegen der artifiziellen
Uberexpression wurde hier also eher eine ,,Unterexpression® der Mutante induziert.
Effekte, die hier beobachtet wurden, sind demnach unter Umstéinden noch ausgeprigter

in Tumorzellen mit zwei oder mehr mutierten 7P53-Allelen.

Mut-p53 wird in Tumorzellen aktiv unter anderem durch sog. HSPs (heat shock proteins),
insbesondere HSP90, stabilisiert, indem dieses die mut-p53-Konformation stabilisiert
und die Polyubiquitinierung durch Mdm?2 inhibiert (Li et al. 2011). Trotz aktiver
Stabilisierung konnte die Akkumulation von mut-p53 geringer sein als in Tumorzellen,

bei denen mut-p53 von zwei Allelen exprimiert wird.

Prinzipiell bestand nach jedem Schritt der Generierung des Zellklons die Moglichkeit
unvorhersehbarer Ereignisse auf genetischer Ebene, weshalb es enorm wichtig fiir den
Erfolg dieser Arbeit war, jeden Einzelschritt des Prozesses zu kontrollieren und zu
validieren. Dies war essenziell, um etwaige Fehlerquellen mdglichst direkt zu erkennen
und darauf reagieren zu konnen. Von besonderem Interesse waren hier die GFP-
Expression und die Puromycin-Resistenz bzw. -Sensitivitdt als wichtige Marker fiir ein
positives Resultat eines Experiments, sodass diese nach jedem Schritt kontrolliert
wurden. Bei erfolgreichem Einbau der LSL-Kassette wird eine Fluoreszenz und
Puromycin-Resistenz vermittelt. Die Puromycin-Resistenz wurde als Selektionsmarker
der Transfektionen benutzt. In dieser Arbeit wurde fiir die neu erlangte Puromycin-
Resistenz durch die LSL-Kassette 7 Tage lang mit 1 pg/ml Puromycin selektioniert. Dies
zeigte eine deutlich erhohte Effizienz und einen geringeren Anteil nicht-editierter Zellen
im Vergleich zu einer 3-tdgigen Selektion (Daten nicht gezeigt). Da pac von dem
exogenen EFla-Promoter exprimiert wird, kann kurzfristig eine Puromycin-Resistenz
vermittelt werden, ohne dass eine stabile Integration in das Genom stattgefunden hat.
Durch eine langere Puromycin-Selektion kann dies ausgeschlossen werden, da sich das
transient transfizierte Plasmid nicht mehr in den Zellen befindet. Hier konnte
gegebenenfalls durch eine 10-14-tidgige Selektion oder einer 2-fachen Selektion mit
zwischenzeitlicher Pause (etwa 5 Tage Selektion — 3 Tage Pause — 5 Tage Selektion) die
Editierungseffizienz weiter erhoht werden. Mit einer Erhdhung der Puromycin-
Konzentration sollte eher zuriickhaltend vorgegangen werden, da auch unter 1 pg/ml

Puromycin bereits viele Zellen nach Transfektion starben.

Nach der Generierung Puromycin-sensibler LSL-Kassetten-tragender Zellen (s. 4.1.5)

wurde die neu erworbene Puromycin-Sensitivitit mehrmals in der Zellkultur gepriift
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(4-maliges Testen auf unterschiedlichem Plattenformaten und Objektivierung per
Kolonieformationstest (Abbildung 20)). Hierbei wurde nur mit Zellklonen
weitergearbeitet, die in allen dieser Experimente nach 3 Tagen Inkubation keine vitalen

Zellen mehr zeigten.

Generell kann es jedoch im Rahmen von CRISPR/Cas9 immer wieder zu off-target-
Effekten kommen, bei denen die sgRNA Cas9 zu anderen Stellen des Genoms fiihrt und

dort ein unerwiinschter Doppelstrangbruch entsteht (Zhang et al. 2015).

Das Risiko fiir das Ubersehen von off-target-Effekten an TP53 selbst wurde zwar
minimiert, dennoch wiren off-target-Doppelstrangbriiche an anderen Stellen des Genoms
mit daraus resultierenden Deletionen oder Mismatches immer noch mdglich. Diese
konnten z.B. iiber einen T7 Endonuklease I Assay festgestellt werden, bei dem jedoch
weder off-target-Effekte mit einer Frequenz <1 %, noch grofle Deletionen nach NHEJ
festgestellt werden konnen (Kim et al. 2009). Da hierfiir jedoch eine spezifische PCR
notwendig ist, sind diese Analysen auf zuvor bestimmte Stellen des Genoms beschrénkt.
Hier konnen mogliche off-target-Effekte mithilfe von bestimmten Algorithmen
vorhergesagt werden (Haeussler et al. 2016). Fiir eine hohere Sensitivitit konnten
stattdessen z.B. Integrase-defekte lentivirale Vektoren (ITLV) (Wang et al. 2015) oder
Deep Sequencing (Cho et al. 2014) angewendet werden, was jedoch den Rahmen dieser

Arbeit Uberschritten hétte.

Insgesamt ist die Wahrscheinlichkeit des Auftretens von off-target-Effekten abhédngig
von unterschiedlichen Faktoren, wie z.B. dem korrekten sgRNA-Design (Zhang et al.
2015). Hier kann etwa durch Web-basierte Softwares, die off-farget-Scores (Hsu et al.
2013), sowie on-target-Scores (Doench et al. 2016) der entworfenen sgRNA erheben, das
Auftreten unerwiinschter Effekte gesenkt werden. Der off-target-Score wurde mithilfe
des Programms Benchling nach Hsu et al. (2013) errechnet und betrug hier bei der initial
verwendeten pX330-sgRNA bezogen auf das menschliche Genom 31,5 bei 100
moglichen Punkten. Konkret wird hier betrachtet, wie viele Sequenzen genomweit mit
einer Mindestanzahl von 2 Mismatches existieren und daraus ein Score berechnet. Von
den 50 Sequenzen, die hier mit der geringsten Anzahl an Mismatches mit der sgRNA
iibereinstimmen, liegen 3 exonisch, diese haben jeweils mindestens 4 Mismatches. Alle
anderen Sequenzen liegen intergenisch oder intronisch. Insgesamt ist die
Wabhrscheinlichkeit fiir das Auftreten von off-target-Effekten des CRISPR/Cas9-Systems

jedoch deutlich geringer verglichen mit anderen Methoden der Genomeditierung, wie
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z.B. Zinkfingernukleasen (ZFN) oder Transkriptions Aktivatorartige Effektor Nuklease
(Transcription activator-like effector nucleases, TALEN) (Duan et al. 2014).

Die beiden Parameter Puromycin-Resistenz und GFP-Positivitdt sind zwar nur indirekte
Surrogat-Nachweise des erfolgreichen Einbaus der gesamten LSL-Kassette, es konnte
jedoch trotzdem davon ausgegangen werden, dass bei dem kombinierten Vorliegen dieser
beider Parameter ein Grof3teil der LSL-Kassette erfolgreich eingebaut worden war. Die
Begriindung hierfiir ist, dass bei Expression von GFP und der Puromycin-Resistenz auch
der vorgeschaltete EFla-Promoter funktionsfahig sein musste und somit durch diese
beiden Surrogat-Parameter die gesamte LSL-Kassette dargestellt wurde. Um die
Funktionalitét des Systems trotzdem sicher zu stellen, wurde zusétzlich wie beschrieben,
die AdenoCre-Infektion an den Zellen mit Wildtyp-Sequenz gepriift (Abbildung 18).
Falls die LSL-Kassette nicht vollstindig eingebaut worden wire, héitte hier keine
Rekombination stattgefunden, da dies nur bei vollstindiger Prisenz beider loxP-
Sequenzen moglich ist. Zusdtzlich gab die im Verlauf immer wieder nachgewiesene
Resistenz gegen den Mdm2-Inhibitor Nutlin-3a (Abbildung 20) eine Bestitigung auf ein
tatsdchliches Vorliegen dreier 7P53-Knockout-Allele.

Als zusétzliche Kritik in der Zellkultur ist aulerdem zu erwidhnen, dass zum Teil mit recht
hohen Konfluenzen gearbeitet wurde. Es konnte gezeigt werden, dass eine hohe
Konfluenz von Zellen die Expression von Proteinen und den Metabolismus der Zellen
verdndern kann (Han et al. 2006; Chacko und Eliceiri 2019). H460-Zellen zeigten in
dieser Arbeit eine sehr schnelle Proliferation, wodurch sie meist bereits nach 48-stiindiger
Inkubation wieder eine 80-90 %ige Konfluenz hatten. Jedoch wurde darauf geachtet, dass
Zellen vor einer Transfektion oder Infektion eine Konfluenz von maximal 75 % erreicht
hatten. Fiir weitere Experimente der Zellkultur konnte eine 80-90 %ige Konfluenz nicht
immer verhindert werden. Eine hoher frequentierte Passagierung bzw. eine Passagierung
mit hoherer Verdiinnung der Zellen war dariiber hinaus nicht moglich, da zu jeder Zeit
eine ausreichende Anzahl an Zellen, d.h. eine bestimmte Coverage, zur Validitit der
Ergebnisse bendtigt wird. Alle Kontrollen wurden gleichbehandelt, sodass hier eine
verfalschende Auswirkung auf das Endergebnis unwahrscheinlicher gemacht wurde. Eine

iiberméfige Konfluenz dariiber hinaus wurde in allen Experimenten vermieden.
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5.1.2. Die Rekombinationseffizienz bei AdenoCre-Infektion wird durch

Optimierung der Methodik deutlich gesteigert

Nach Infektion der Zellen mit dem Adenovirus mit Cre-Rekombinase (AdenoCre)
schwankte die Rekombinationseffizienz je nach Experiment und es konnte nicht immer
eine ideale Rekombination erreicht werden. Wéhrend bei der initialen AdenoCre-
Infektion, die in einer 7P53-Wildtyp-Expression resultierte (s. 4.1.4), lediglich
50,2-74,5 % GFP-negative Zellen beobachtet wurden, wurden bei dem Einbau einzelner
Mutanten (s. 4.2.1) wie auch bei der RI175-Library (s. 4.2.2) recht gute
Rekombinationseffizienzen mit 73,6-94,1 % GFP-negativer Zellen beobachtet. Obwohl
in allen Experimenten die gleiche Anzahl an Zellen zur gleichen Zeit vor der Infektion
ausplattiert wurden (200.000 Zellen auf 6-well Platte bzw. 1*10° Zellen auf 6 cm-Platte,
18 h vor Infektion), konnen Schwankungen auch aufgrund von unterschiedlicher
Konfluenz zustande gekommen sein. Bei der AdenoCre-Infektion wurde eine sehr hohe
MOI von 250 verwendet. In einem weiteren vorigen Experiment wurden MOI von 100,
250, 500 und 1000 in H460-Zellen™S" miteinander verglichen (Daten nicht gezeigt). Nach
einer sprunghaften Erhohung der Rekombinationseffizienz von MOI100 auf MOI250
(GFP-Negativitit nach 14 Tagen: MOI100: 50 %, MOI250: 76 %) zeigte sich dariiber
hinaus keine weitere signifikante Verbesserung bei MOI-Erhohung (GFP-Negativitit
nach 14 Tagen: MOI500: 80 %; MOI1000: 83 %). Es ist deshalb fraglich, ob eine weitere
MOI-Erhohung signifikant bessere Ergebnisse liefern wiirde. Aufgrund der guten
Vertraglichkeit der H460-Zellen wire jedoch eine mehrmalige AdenoCre-Infektion mit
MOI250 denkbar. Die Verwendung zusitzlicher Molekiile, wie Poly-L-Lysin zeigte sich
in Experimenten mit anderen Gewebearten als effizienzsteigernd und wiére auch hier
prinzipiell denkbar (Buo et al. 2016).

Interessanterweise wirkte sich die Erhohung der MOI jedoch bei keinem der
durchgefiihrten Experimente auf das Uberleben der Zellen aus: Alle getesteten MOIs
wurden stets sehr gut von H460-Zellen vertragen, es sind kaum Zellen wihrend dieser
Zeit gestorben. Das steht im Kontrast zu den ebenfalls verwendeten HCT116-Zellen, die
bereits bei MOI von >25 vermehrt gestresst waren (Daten nicht gezeigt). Als Hypothese
dieses Unterschieds zwischen den Zelllinien sei zu nennen, dass Adenoviren bei
Menschen vor allem respiratorische Infektionen verursachen (Modrow et al. 2021, S.
629). H460-Zellen, die Lungengewebe abstammen, konnten evolutionsbedingt eine
hohere natiirliche Barriere gegeniiber Adenoviren besitzen als die kolorektalen HCT116-

Zellen.
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Die erwihnte initiale AdenoCre-Infektion der Zellklone #B4 und #E7, die in Wildtyp-
pS3-exprimierenden Zellen resultierte, diente der grundsitzlichen Bestitigung zur
Funktionalitdt dieses Systems. Hier ist als Kritikpunkt anzusehen, dass die
Rekombination im Vergleich zu den spiteren Experimenten nicht ideal war, da die GFP-
Negativitdt 14 Tage nach AdenoCre-Infektion lediglich 50,2 - 74,5 % betrug, was
bedeutete, dass nur dieser Anteil der Zellen auch p53 exprimierte. Trotzdem zeigte sich
im Western Blot eine deutliche Nutlin-3a-Induzierbarkeit von p53 und zusétzlich eine
Induktion von Effektorproteinen p21 und Mdm2 nach AdenoCre-Rekombination
(Abbildung 18). Bei weiteren Experimenten mit diesen H460 &~ Zellen wiire hier die
Generierung von Einzelzellklonen sinnvoll. Dies wiirde in homogen GFP-negativen und
pS3-exprimierenden Zellen resultieren, was die Ergebnisse optimieren konnte. Zusétzlich
ist anzumerken, dass diese Rekombination vor dem Zeitpunkt stattfand, als Puromycin-
sensitive Einzelzellklone generiert wurden. Da diese Wildtyp-p53-exprimierenden
H460Y~* Zellen als Kontrolle in den Western Blots und gPCRs verwendet wurden, wire
es hier retrospektiv besser gewesen, erst die Puromycin-sensiblen Zellklone #B4.1 und
#E7.6 (und nicht wie hier die Klone #B4 und #E7) durch AdenoCre-Infektion zu
rekombinieren. Dies hétte in einer unmittelbareren Wildtyp-Kontrolle resultiert. Da in
den Western Blots und qPCRs jedoch lediglich die Induzierbarkeit von p53, p21 und
Mdm?2 vor und nach AdenoCre-Infektion beobachtet wurde, ist eine grof3e Diskrepanz
zwischen #B4 bzw. #E7 und #B4.1 bzw. #E7.6 als Kontrollen eher unwahrscheinlich.
Etwaige angesprochene CRISPR/Cas9-induzierte off-target-Effekte (Zhang et al. 2015)

bei der sgRNA-Transfektion gegen pac konnen jedoch nicht ausgeschlossen werden.

5.1.3. Die bekannte Ineffizienz von CRISPR/Cas9 und HDR bei Einbau

grofler Donor-DNA-Sequenzen zeigt sich auch in diesem Projekt

Eine Problematik der CRISPR/Cas9 und HDR Methodik ist die Ineffizienz dieses
Systems (Ma et al. 2017). Diese zeigte sich bei dem ersten Einbau der ca. 4600 bp-langen
LSL-Kassette, der sich schwierig gestaltete. Die Zellen wurden nach dieser Transfektion
zundchst mit Nutlin-3a selektioniert, wodurch nur TP53-Knockout-Zellen — egal ob mit
oder ohne LSL-Kassette — iiberlebten. Diese vorselektionierten Zellen wurden dann per
PCR gescreent. Es zeigten sich hier von 95 Einzelzellklonen nur 9 als geeignet fiir weitere
Experimente (9,5 %). Spéter zeigten diese 9 Einzelzellklone alle das gleiche /nde/-Muster

der beiden Knockout-Allele, sodass hier die Annahme besteht, dass alle diese
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Einzelzellklone auf derselben Ursprungszelle beruhen. Dies hatte zwar keinen Einfluss
auf das weitere Vorgehen, zeigt aber indirekt einmal mehr die Ineffizienz dieses
Verfahrens, da somit effektiv nur eine Ursprungszelle die Kombination aus korrektem
Einbau der LSL-Kassette und 7P53-Knockout zeigt. Die tatsdchliche Editierungseffizienz
nach Transfektion konnte jedoch zu den hier berechneten Werten etwas abweichen, da
die Analysen erst nach einer doppelten Selektion mit Puromycin und Nutlin-3a
durchgefiihrt wurden. Somit wurden Zellen, bei denen keine erfolgreiche HDR oder
NHEJ erfolgt war, bereits nicht mehr in der Rechnung miteinbezogen, sodass die
tatsdchliche Editierungseffizienz nach Transfektion wohl niedriger war. Gleichzeitig
wurden auch Zellen, die zwar die LSL-Kassette erfolgreich eingebaut hatten, jedoch noch
ein aktives TP53-Allel hatten, ebenfalls nicht mehr betrachtet, da diese die Nutlin-3a-
Selektion nicht {iberlebt hatten.

Diese geringe HDR-Effizienz von CRISPR/Cas9 ist schon ldnger bekannt und die
Verbesserung von dieser ist Gegenstand intensiver Forschung (Ma et al. 2017; Sander
und Joung 2014). Da an der NHEJ und HDR zum Teil verschiedene Enzyme beteiligt
sind, konnte durch Hemmung der NHEJ (Maruyama et al. 2015) oder Stimulation der
HDR (Song et al. 2016) die HDR-Effizienz durch CRISPR/Cas9 verbessert werden.
Andere Studien legten auflerdem nahe, dass die geringe HDR-Effizienz vor allem an der
niedrigen Konzentration der Donor-DNA an der Stelle des induzierten
Doppelstrangbruchs liegen konnte (Ling et al. 2020). So konnte die HDR-Effizienz
gesteigert werden, indem die Donor-DNA, in diesem Fall einzelstringig vorliegend, fest
an Cas9 gebunden war und dadurch direkt zur gewlinschten Lokalisation gefiihrt wurde
(Aird et al. 2018; Ma et al. 2017; Ling et al. 2020). Die Anwendung der letzteren
Methodik wiirde jedoch fiir die hier gezeigten Experimente einen erheblichen
Mehraufwand bedeuten. Gerade fiir groBe Donor-DNA-Sequenzen >1000 bp, wie zum
Beispiel die hier verwendete Donor-DNA mit LSL-Kassette und zwei Homologie-Armen
mit insgesamt ~ 4600 bp, zeigt sich eine groBere Herausforderung, effizientes HDR zu
erreichen (Ma et al. 2017). Eine Alternative wére Prime Editing, eine Fusion aus Cas9-
Nickase und modifizierter Reverser Transkriptase, die, zusammen mit bestimmten Prime
Editing-RNAs, eine spezifische Genomeditierung erlaubt (Anzalone et al. 2019). Durch
weitere Modifizierungen dieser Methode sind auch Insertionen grofler DNA-Fragmente
von mehreren Kilobasen moglich (Ioannidi et al. 2021).

Insgesamt zeigten sich in dieser Arbeit jedoch diejenigen Zellen, die die Selektion nach

Transfektion liberlebt hatten, haufig als effizient editiert und gerade die davon generierten
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Einzelzellklone konnten meist problemlos in Experimenten verwendet werden. Dennoch
wurde bei der Selektion oft eine sehr hohe Sterberate der Zellen beobachtet, sodass der
anschlielend resultierende polyklonale Zellpool zum Teil aus nur wenigen iiberlebenden

Zellen bestand.

Alle hier gezeigten Transfektionen wurden unter Hinzugabe von Lipofectamine® 2000
durchgefiihrt. Eine Steigerung der Editierungseffizienz nach Transfektion durch héhere
oder niedrigere Konzentrationen von Lipofectamine® 2000, die Verwendung von
Calciumchlorid (CaCly), B-Arrest-IN oder FUGENE® HD konnte nicht erreicht werden
(Daten nicht gezeigt). Weitere Methoden zur Transfektion von Zellen, wie die
Verwendung von Lipofectamine® 3000 oder die Elektroporation kdnnten hier jedoch zu
einer Steigerung der Editierungseffizienz nach Transfektion fiihren. Ersteres ist ein
verbessertes Molekiil mit hoherer Effizienz verglichen mit Lipofectamine® 2000
(ThermoFisher Scientific). Die Elektroporation basiert auf der Tatsache, dass sich durch
Anlegen einer hohen Spannung kurzzeitig Poren in der Membran der Zelle bilden, durch

die Makromolekiile passieren konnen (Potter 2003).

Ein weiterer Faktor, der die Editierungseffizienz nach Transfektionen reduzieren konnte,
ist die durch den Doppelstrangbruch induzierte Aktivierung von Mismatch-Reparatur-
Genen, ein wichtiger Vertreter von ihnen ist MLH1 (Spies und Fishel 2015). In vorigen
Studien konnte gezeigt werden, dass die HDR-Effizienz in MLH1-defizienten Zellen
hoher ist als in Zellen mit aktiver MLH1-Expression (Spell und Jinks-Robertson 2003).
So konnte die Editierungseffizienz erhoht werden, indem MLHI1 inihbiert wird, z.B.

durch die Ko-Transfektion eines dominant-negativen MLH1 (Chen et al. 2021).

Auch der spitere Knockout von pac in der LSL-Kassette zeigte sich als recht ineffizient,
obwohl hier unter Induktion von NHEJ statt HDR eine hohere Effizienz erwartet worden
wére. Nach Transfektion einer sgRNA, die zusammen mit der Cas9 Indels im Rahmen
von NHEJ des Puromycin-Resistenz Gens induzieren sollte, konnten auf dem 96-well-
Format zundchst 18 der 96 generierten Einzelzellklone als Puromycin-sensibel
identifiziert werden. Nach wiederholtem Testen zeigten sich lediglich 2 dieser
Einzelzellklone als vollstindig Puromycin-sensitiv (2,1 %). Dies schien bei Observation
der Zellen in der Zellkultur jedoch weniger ein Problem des NHEJ selbst zu sein als eher
ein Problem des Vektors. Die Zellen schienen diesen nicht gut zu tolerieren, wodurch
viele Zellen bereits nach Transfektion, jedoch vor der Selektion starben. Dies konnte etwa
an einer schlechten DNA-Qualitdt dieses Vektors liegen, was weiterer Nachforschung

bedarf. Viele Zellen starben anschlieBend nach der Selektion mit Hygromycin B. Eine
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Optimierung der Hygromycin-Konzentration konnte die Ausbeute moglicherweise

verbessern.

5.1.4. Die Mutagenese des R175-Lokus der generierten Zelllinie ist

erfolgreich, bietet jedoch Potenzial zur Optimierung

Der anschlieBende Einbau einzelner Mutanten war ebenfalls nicht vollstindig effizient.
Durchschnittlich konnte bei Sequenzierung der cDNA etwa in jedem dritten
Einzelzellklon der erfolgreiche Einbau und somit die Expression der Mutation beobachtet
werden (Daten nicht gezeigt). Deshalb war es sinnvoll und auch notwendig, dass nach
jedem experimentellen Transfektions- oder Infektionsschritt zunichst Einzelzellklone
generiert wurden, die dann iiber Sanger-Sequenzierung, PCR, Molekiil-Resistenzen oder
FACS-Analyse direkt in ihrer genotypischen Richtigkeit validiert werden konnten. Bei
Charakterisierung einzelner Mutanten kostete dies zwar zusétzliche Zeit, was aber durch
deutlich bessere Ergebnisse und hohere Nachvollziehbarkeit tiberwogen wurde. Durch
engmaschige Kontrollen zeigten in dieser Arbeit die mutationstragenden Einzelzellklone

im Western Blot und in der RT-qPCR die erwarteten Ergebnisse.

Nach saturierter Mutagenese durch Transfektion von Libraries konnen keine
Einzelzellklone generiert werden, die einzeln auf den erfolgreichen Einbau einer
Mutation tiberpriift werden konnen. Obwohl die Editierungseffizienz auch nach Selektion
nicht perfekt ist, ist dies auch nicht nétig, wenn man eine Zellzahl verwendet, die hoch
genug ist, um eine rechnerisch ausreichende Abdeckung jeder Mutante zu erhalten, auch
wenn einige Zellen keine mutierte Sequenz tragen. So wurden in diesem Fall der R175-
Library-Transfektion 4*10° Zellen ausgesit fiir 28 Mutationen (bei optimalen
Bedingungen ~140.000 Zellen pro Mutante), sodass auch nach Abzug der nicht-mutierten

Zellen geniigend Zellen die jeweilige Mutante tragen sollten.

Zusétzlich versicherte man sich durch die hohe Zellzahl, dass auch bei der
angesprochenen hohen Sterberate der Zellen nach Puromycin-Selektion im Anschluss an
die Transfektion geniigend Zellen iiberlebten, um eine ausreichende Abdeckung aller
Mutanten zu gewihrleisten. Zudem wurden in der spdteren bioinformatischen
Auswertung des NGS die Reads ohne Mutation erkannt und herausgerechnet. In der
Auswertung des NGS zeigte sich fiir den Datensatz der Zellen vor Nutlin-3a-Behandlung

ein Mittelwert an Reads von ca. 5700 und ein Minimum von 173 Reads fur die stille
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Mutation R175R. Alle drei Replikate zeigten verminderte Reads der drei R175R-

Mutationen.

Die Ergebnisse des NGS ergab fiir die R175-Library eine Heatmap der relativen Fitness
Scores (RFS) der einzelnen Mutanten (Abbildung 31), die den Erwartungen und zuvor
erhaltenen Ergebnissen in HCT116-Zellen entsprachen (Klimovich 2021). so in grofiten
Teilen erwartet wurden. Wie bereits erwdhnt waren diese Ergebnisse insgesamt zwar
nicht ideal, aber es wurde hinreichend gezeigt, dass die Durchfithrung einer saturierter

Mutagenese in dem generierten H460-Zellklon prinzipiell funktioniert.

In der Methodik zeigte sich jedoch hier noch etwas Optimierungsbedarf. Zwar zeigten
Replikate vor AdenoCre-Infektion noch hochsignitkante Korrelationen (Abbildung 30 B)
und auch im Vergleich der Replikate miteinander vor und nach AdenoCre-Infektion und
DMSO-Behandlung waren die Korrelationen signifikant (Abbildung 30 C). Jedoch
wichen die Replikate nach AdenoCre-Infektion und DMSO-Behandlung recht weit
voneinander ab (Suppl. Abbildung III A). Hierfiir waren jedoch einzelne recht starke
Ausreifler-Datenpunkte verantwortlich. Bei einer Gesamtanzahl von 28 Datenpunkten hat
ein einzelner Ausreifler einen hohen Einfluss auf die Gesamtkorrelation. Als Ursache
konnen hier verschiedene Aspekte eine Rolle gespielt haben. Die initiale Transfektion
und Selektion mit Puromycin hat gut funktioniert, was die angesprochene hohe Replikat-
Korrrelation vor AdenoCre-Infektion zeigt. Im Rahmen der Infektion mit dem AdenoCre-
Virus scheinen sich einige Mutanten in den Replikaten verschieden an- und abgereichert
zu haben, was so leider nicht zu antizipieren war. Hypothetisch kann hier der
Infektionsstress eine Rolle gespielt haben, eventuell bewirken die hohen MOIs doch

nicht-absehbare Verdnderungen der Zellen.

Dieser Versuch sollte deshalb in Zukunft wiederholt werden, um bei besserer Replikat-
Korrelation die hier gezeigten Ergebnisse zu bestétigen. Zusitzlich dazu konnen weitere
Experimente zur Bestimmung des RFS bei Behandlung mit anderen Medikamenten
(zusitzlich zu Nutlin-3a) oder mit Bestrahlung durchgefiihrt werden. Dies kann dann ein
weiteres, umfassenderes Gesamtbild geben, wie sich spezifische Mutanten unter
unterschiedlichen Therapiebedingungen verhalten.
Die Editierungseffizienz der Mutagenese sowohl einzelner Mutanten als auch der
saturierten Mutagenese ist hier sehr schwer festzustellen. Wie erwéhnt, trug nach
Selektion etwa jeder dritte Einzelzellklon die Mutation, was auf eine recht hohe
Editierungseffizienz schlieBen lassen kann. Diese Ergebnisse beruhen jedoch auf einer
kleinen StichprobengroBe (n=3 pro Mutation). Bei der R175-Library ist die Einschidtzung
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noch schwieriger, da erst nach einer geschachtelten PCR des polyklonalen Zellpools eine
Analyse erfolgte. Insgesamt kann jedoch davon ausgegangen werden, dass die Effizienz
bei der R175-Library dhnlich zu der der einzelnen Mutanten ist, da hier ein Vektor mit
identischer Grofle, zusammen mit der gleichen sgRNA transfiziert wurde. Andere
Veroffentlichungen zu einer saturierten Mutagenese durch CRISPR/Cas9 und HDR
zeigten beim Austausch einzelner Codons eine Effizienz von ca. 3 %, wobei deutlich
kiirzere Donor-Vektoren verwendet wurden, gleichzeitig jedoch nicht selektioniert

werden konnte wie in dieser Arbeit (Findlay et al. 2014).

Die hier durchgefiihrten Experimente an einer Lungenkrebs-Zelllinie wurden in der AG
Stiewe von M. Klimovich und J. Funk zudem an der Kolonkarzinom-Zelllinie HCT116
durchgefiihrt (Klimovich 2021). Beide Datensitze zusammen betrachtet kdnnen zeigen,
inwiefern das Verhalten einzelner Mutanten in verschiedenen Geweben vergleichbar ist,
wodurch gewebespezifische Unterschiede offengelegt werden konnen. Im Vergleich zu
HCT116-Zellen haben die hier verwendeten H460-Zellen den Vorteil, dass sie
Zellkulturmethoden, wie die AdenoCre-Infektion deutlich besser und ungestresster
iberlebten. Zudem konnte in H460-Zellen eine deutliche Stabilisierung von mutiertem
p53 festgestellt werden, also eine deutlich hohere intrazelluldre Konzentration von mut-
p53 auch ohne Nutlin-3a-Induktion, was so beit HCT116-Zellen nicht beobachtet werden
konnte (Daten nicht gezeigt). Nachteilig ist bei den H460-Zellen anzusehen, dass -
verglichen mit HCT116-Zellen - die Transfektion vor allem groBer Vektoren ineffizienter
ist. Dies fiihrte zu der angesprochenen hohen Sterberate bei initialer Selektion nach
Transfektion.

Zusammengefasst wurde hier erfolgreich eine Methodik etabliert, bei der durch
CRISPR/Cas9 und HDR Mutationen in das 7P53-Gen eingebaut werden konnen. Die
entstehenden Zellen exprimieren mut-p53 auf physiologischem Level und koénnen
zukiinftig dazu dienen, das Verhalten spezifischer Mutanten beziiglich der

Zellproliferation-Regulierung oder der Chemotherapie-Resistenz zu analysieren.
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5.2. Die Mutagenese von 7P53 Exon 8 durch Base Editing in H460 und
HCT116-Zellen zeigt sehr hohe Effizienz

5.2.1.  Fiir die Mutagenese des R273-Codons wird eine hohe Spezifitit und
Vorhersehbarkeit beobachtet

Der Base Editor zeigte in Experimenten anderer Forschungsgruppen (Wang et al. 2019;
Wang et al. 2018), wie auch in Rahmen dieser Arbeit bei den generierten H460- und
HCT116-Zellen eine hohe Effizienz. Bei dem initialen Experiment einer einzelnen
sgRNA gegen das R273-Codon zeigte sich die erwiinschte R273C-hotspot-Mutation
(Bouaoun et al. 2016) bereits sehr homogen in den Nutlin-3a-selektionierten polyklonalen
Zellpools (Abbildung 34 B). In den polyklonalen HCT116-Zellen nach Base Editor
Transfektion zeigten sich bereits in den mit DMSO behandelten Kontrollen viele Zellen
editiert, was in der Sanger-Sequenzierung in einem gemischten Peak resultierte
(Abbildung 34 B). Folglich war auch die R273C-Mutante in 13/14 der generierten,
Nutlin-selektionierten Einzelzellklone nachweisbar (Suppl. Abbildung IV), was einer
Basensubstitutions-Effizienz an der gewiinschten Stelle nach Nutlin-3a-Selektion von
92,86 % entspricht. Ein Einzelzellklon zeigte eine andere Mutation, die jedoch auch auf
eine C zu T Basensubstitution zuriickzufiihren ist (E271K, Daten nicht gezeigt). Diese
induzierte Baseneditierung ist an Stelle -3 der verwendeten sgRNA und somit 6 bp
aullerhalb des Editing-Fensters. Dies ist auf das beim Base Editor bereits beschriebene
Bystander Editing zuriickzufiihren, bei dem unerwiinschte Editierungen in der Néhe der
Zielsequenz auftreten (Rees und Liu 2018). Retrospektiv wire hier noch eine Sanger-
Sequenzierung von Einzelzellklonen vor Nutlin-3a-Selektion interessant, um dort die

Editierungseffizienz auswerten zu kdnnen.

Bei Mutationen der DNA-bindenden-Doméne, die mit einer loss-of-function einhergehen,
wie z.B. R273C, konnte oftmals eine Stabilisierung dieser Mutante in der Tumorzelle
beobachtet werden (Freed-Pastor und Prives 2012). Das hat zum einen die Ursache, dass
diese Mutante in der Aktivierung physiologischer Effektorproteine eingeschrinkt ist
(Frum und Grossman 2014). So kann auch die Aktivierung von Mdm2 im Rahmen des
negativen Feedback-Regelkreises gestort sein, wodurch mut-p53 akkumuliert (Li et al.
2011). Zum anderen kann solch eine loss-of-function Mutation dazu fiihren, dass
entstandene DNA-Schidden nicht repariert werden, da mut-p53 keine Signalwege
einleitet, wodurch p53 stindig weiter aktiviert wird (Frum et al. 2016). Dariiber hinaus
wird - wie bereits erwéhnt - mut-p53 durch Proteine wie etwa HSP90 aktiv stabilisiert,
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wodurch unter anderem gain-of-function-Effekte ermoglicht werden (Schulz-Heddergott
und Moll 2018). Diese Beobachtung konnte vor allem bei den H460-Zellen mit R273C-
Mutation festgestellt werden, die verglichen mit der unbehandelten WT-p53 Kontrolle
deutlich hohere p53-Level zeigten. Leider konnte in den HCT116%* R273C-Zellen keine
Stabilisierung in diesem Umfang gezeigt werden. Hier schien im Western Blot die Menge

von mutiertem p53 dhnlich zu WT-p53 in der unbehandelten Kontrolle (Abbildung 36).

In den H460 R273C-Zellen wurde eine etwas niedrigere p53-Bande im Western
Blot im Vergleich zu den H460-WT-Zellen observiert, per siRNA-Knockdown konnte
jedoch die p53-Spezifitit dieser Bande bestétigt werden (Abbildung 36, Suppl. Abbildung
V). Ein Erklirungsansatz kann sein, dass die R273C Mutation unter anderem mit
strukturellen Veranderungen der Sekundérstruktur einhergeht (Olotu und Soliman 2019).
In silico Experimente konnten fiir die R273C-Mutante verglichen mit WT-p53 eine
verdanderte Bandenhohe im Western Blot zeigen (Garg et al. 2020), die z.B. durch eine
Verianderung der Ladungseigenschaften zustande kommen konnten. Zudem unterliegt
p53 zahlreichen posttranslationalen Verdnderungen (posttranslational modification,
PTM), wie z.B. die bereits erwidhnte Phosphorylierung und Acetylierung zur
Stabilisierung, als auch die Polyubiquitinierung als Markierung zur Degradierung (Bode
und Dong 2004). Diese PTMs zur Regulation von p53 sind viehlzdhlig und treten oft in
Kombination miteinander auf (Liu et al. 2019). Sie konnen sich je nach Gewebetyp und
auBerlichen Stressfaktoren @ndern (Meek und Anderson 2009), was ebenfalls zu der
verinderten p53-Bandenhdhe beitragen konnte. Die Uberpriifung dieser Hypothesen
obliegt jedoch zukiinftigen Experimenten.
Es wurde gezeigt, dass die Akkumulation von mutiertem p53 nicht nur von der Mutation
selbst abhéngt, sondern vor allem auch von der Regulation und dem Expressionslevel von
Mdm?2 (Terzian et al. 2008; Koga et al. 2001). HCT116-Zellen exprimieren kein p14ARF
(Burri et al. 2001), das physiologisch die Zellproliferation inhibiert, indem es die p53-
Degradierung durch Mdm2 blockiert und dariiber zu einer Stabilisierung von p53 fiihrt
(Pomerantz et al. 1998). Die aus dem Mangel an p14A®F resultierende hohere Mdm2-
Aktivitat konnte eine Ursache fiir die geringere Akkumulation von mutiertem p53 sein.
Auflerdem konnte gezeigt werden, dass auch das zelluldre Umfeld die Stabilisierung von
mutiertem p53 beeinflusst, da normale Zellen mit mutiertem p53 keine Stabilisierung von
Letzterem zeigen (Terzian et al. 2008). Auch dieses zellulire Umfeld konnte sich

zwischen HCT116 und H460-Zellen unterscheiden. Eine weitere Annahme konnte sein,
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dass die beiden Zelllinien nach der Mutagenese eine unterschiedlich lange Zeit zur

Anpassung bendtigen, um die Stabilisierung von mut-p53 addquat umsetzen zu konnen.

Obwohl HCT116- und H460-Zellen beide Tumoren mit WT-p53 entstammen und
lediglich durch den Base Editor eine hotspot-Mutation eingefiigt wurde, scheinen dariiber
hinaus erhebliche gewebespezifische Diskrepanzen zu bestehen. Dies untermauert erneut
die Notwendigkeit, Experimente in Zellen mehrerer Gewebe durchzufiihren und diese

Ergebnisse anschlieend zu vergleichen.

5.2.2. Die Analyse des Editierungsmusters des Base Editors gibt Einblicke
in Priferenzen der benachbarten Nukleotide des zu editierenden

Cytosins

Auch in der Mutagenese von TP53 Exon 8 mit 26 unterschiedlichen sgRNAs wurde eine
sehr hohe C zu T Transitionseffizienz beobachtet. Alle durch Sanger-Sequenzierung
observierten Mutationen zeigten einen sehr homogenen Peak der substituierten Base(n)
nach Nutlin-3a-Selektion. Leider war das Muster, welche sgRNA welche
Basensubstitution hervorruft, kaum vorhersehbar. Zwar sind alle beobachteten
Mutationen auf eine C zu T-Editierung zuriickzufiihren. Jedoch zeigten sich auch in
11/27 (40,7 %) aller Félle Substituierungen auBlerhalb des definierten Base Editing-
Fensters von Base 3-8 der sgRNA aus 5‘-Richtung (Wang et al. 2018). Wie bereits in
4.3.2 erwdhnt, befanden sich 93 % (25/27) der beobachteten Mutationen in dem
Editierungsfenster von Base 1-12 der sgRNA. Dies korreliert eher mit dem zu
erwartenden Editierungsmuster der verwendeten hA3A vor deren Punktmutation Y 130F,
die ein erweitertes Fenster von Base 2-13 der sgRNA aus 5°-Richtung zeigt (Wang et al.
2018).

Es blieben jedoch auch einige Cytosin-Basen innerhalb des Editierungsfensters uneditiert.
In dem Editierungsfenster von Base 3-8 waren insgesamt 16/23 Cytosin-Basen editiert
(69,6 %), bei Betrachtung des Fensters von Base 1-12 waren 25/54 aller Cytosin-
Nukleotide editiert (46,3 %). Dies ldsst vermuten, dass innerhalb des verengten
Editierungsfensters von Base 3-8 nach YI130F-Mutation der hA3A eine deutlich
effizientere Basentransition durch Desaminierung stattfand, jedoch weiterhin
Restaktivitdit in einem ausgeweiteten Bereich des Editierungsfensters, etwa von

Base 1-12 der sgRNA aus 5°-Richtung bestand.
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Cytosin-Basen der DNA konnen durch DNA-Methyltransferasen zu 5-Methylcytosin
methyliert werden (Abbildung 10 B) (Rassow et al. 2016, S. 466—467). Diese ist
essenziell fiir die normale Entwicklung von Organismen und die Funktion von Zellen
(Robertson 2005). Methyliertes Cytosin tritt bevorzugt an CpG-Sequenzen auf, insgesamt
sind 70-80 % aller Cytosin-Basen von CpG-Dinukleotiden methyliert (Bird 2002).
Methylcytosin kann die Bindung von Proteinen an die DNA storen, dies kann in
Promoterregionen z.B. zu einer Gen-Repression fiihren, weshalb in vielen aktiven
Promoterregionen unmethylierte CpG-Sequenzen zu finden sind (Jin et al. 2011). Jedoch
ist auch die Bindung und Aktivitdt von den meisten Deaminasen der AID/APOBEC-
Familie in diesem Kontext gestort und vermindert (Nabel et al. 2012).

In einem Vergleich verschiedener Deaminasen zeigt lediglich die auch in dieser Arbeit
verwendete hA3A eine effiziente Editierung von methyliertem Cytosin (Wang et al.
2018). Deshalb wurde auch in dieser Arbeit die Effizienz des Base Editors an CpG-
Dinukleotiden untersucht. Insgesamt wurden in dem designierten Editierungsfenster von
Base 1-12 der sgRNA aus 5°-Richtung 11 Cytosin-Basen in CpG-Sequenzen gefunden,
von denen 10 editiert worden waren (90,9 %). Somit zeigte sich hier sogar eine
Bevorzugung der Editierung von Cytosin-Basen in CpG-Dinukleotiden verglichen mit
nicht-methylierten Cytosin-Basen (10/11 CpG vs. 15/43 nicht-CpG). Diese 11 CpG-
Sequenzen liegen zwischen Base 2-11 des Editierungsfensters, sodass nicht von einem
zufdlligem Auftreten von CpG-Dinukleotiden innerhalb des effizienteren
Editierungsfensters ausgegangen werden kann. Ein Erkldrungsansatz fiir die effiziente
Editierung kann sein, dass die Thymin-Base, die durch Desaminierung von Methylcytosin
entsteht, schwieriger durch Reparaturenzyme erkannt werden kann als entstehendes
Uracil nach der Desaminierung von nicht-methyliertem Cytosin. Als Limitation ist hier
anzufiihren, dass nicht alle Cytosin-Basen an CpG-Sequenzen in methylierter Form
vorliegen und somit nicht sicher davon ausgegangen werden konnte, dass die hier
beobachteten Cytosin-Basen methyliert vorlagen. Zudem war die Stichprobengrof3e recht
klein.

Die Lokalisation der hier untersuchten Sequenzen auferhalb einer Promotorsequenz
zusammen mit der Tatsache, dass ein Grofteil aller solcher Cytosine an CpG-Sequenzen
methyliert sind, macht es wahrscheinlich, dass zumindest ein Teil dieser hier analysierten
Cytosin-Basen tatsdchlich methyliert sind (Bird 2002; Jin et al. 2011). Diese hier
beobachtete effiziente Editierung von Cytosin an CpG-Sequenzen wurde in dieser Form

nicht erwartet, da in vorigen Verdffentlichungen Editierungseffizienzen methylierten
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Cytosins von rund 35 % observiert worden waren (Wang et al. 2018). Uber ein Screening
von weitaus mehr Mutationen als hier sollte deshalb eruiert werden, ob sich diese
Beobachtung als Zufall herausstellt oder ob, etwa gewebeabhingig oder sgRNA-
abhingig, Cytosin-Nukleotide in CpG-Sequenzen bevorzugt werden.

Bei Beobachtung weiterer Basen nach einem Cytosin in einem Editierungsfenster fiel ein
deutlicher Trend der Ineffizienz fiir Thymin (CpT) oder Cytosin (CpC) auf. Hier waren
nur 38,5 % (10/26) bzw. 26,3 % (5/19) aller Cytosin-Basen editiert, auf die ein Thymin
bzw. ein weiteres Cytosin folgte (Abbildung 41). Dies ist im Einklang mit vorigen
Veroffentlichungen, die eine Priaferenz von hA3A fiir CpA und CpG zeigten (Logue et
al. 2014; Chen et al. 2006).

Bei Betrachtung der Basen, die vor einem Cytosin in einem Editierungsfenster vorkamen,
zeigten sich Thymin-Basen vor dem Cytosin (TpC) als Lokalisierungen mit der hochsten
Editierungseffizienz (10/15 TpC editiert, 66,7 %), wohingegen ein Cytosin vor einem
weiteren Cytosin (CpC) recht ineffizient editiert wurde (6/18, 33,3 %) (Abbildung 41).
Auch hier beruhen diese beobachteten Trends nur auf einer kleinen Gesamtanzahl an
Proben, weshalb diese in weiteren Experimenten validiert werden sollten. Diese
Beobachtungen stimmen nur in Teilen mit anderen Verdffentlichungen iiberein. Bei der
Analyse der Kristallstruktur von hA3A zeigte sich eine deutliche Priferenz fiir die
Editierung von Cytosin-Basen mit einer 5°-Pyrimidin-Base, wobei Thymin (TpC) iiber
Cytosin (CpC) préferiert wird (Kouno et al. 2017). Dieses Thymin an Stelle -1 hilft bei
einer stabilen Bindung von hA3A, weshalb TpC-Dinukleotide bevorzugt editiert werden
(Shi et al. 2017), was auch im Rahmen dieser Arbeit beobachtet werden konnte. Dennoch
konnte fiir CpC entgegen den Erwartungen keine Préferenz festgestellt werden. Dies
konnte unter anderem mit der hier verwendeten Punktmutation von Tyr130 (Y130F)
begriindet werden, die an der Bindung der DNA beteiligt ist und in vorigen
Veroftentlichungen zu einer Verdanderung der Editierungs-Priaferenz von hA3A fiihrte
(Gehrke et al. 2018). Insgesamt stellte sich so das préferierte Muster von TCA bzw. TCG
fiir hA3A heraus (Chen et al. 2006; Logue et al. 2014; Gehrke et al. 2018). In den hier
durchgefiihrten Experimenten traten jedoch nur 3 TCG-Sequenzen und keine TCA-
Sequenz im Editierungsfenster von Base 1-12 der sgRNA auf. Zwar waren 3/3 TCG-
Sequenzen editiert, diese Priferenz sollte jedoch in einem reprédsentativen Experiment
validiert werden.

Eine grofle Begrenzung darin, mithilfe des hier verwendeten Base Editors an flexibel

festgelegten Stellen des Genoms Basentransitionen zu induzieren, liegt in der
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Notwendigkeit des Vorliegens einer PAM mit der Sequenz ,,5°-NGG-3““ bei der SpCas9-
Nuklease (Jinek et al. 2012; Jiang et al. 2013). Kiirzliche Verdffentlichungen konnten
durch spezifische Modifikationen der Cas9-Nuklease eine effiziente Baseneditierung
auch mit den PAM-Sequenzen ,,NG* und ,,NRN* (R entspricht Base A oder G) bzw.
»NYN“ (Y entspricht Base C oder T) erreichen (Walton et al. 2020; Tan et al. 2020).
Zudem konnte durch eine Verdnderung der [inker-Sequenz zwischen nCas9 und
Deaminase oder durch spezifische Trunkierungen der Deaminase das Editierungsfenster
des Base Editors deutlich verengt werden, was eine deutlich prizisere Baseneditierung
ermoglicht (Tan et al. 2019).

AbschlieBend wurde hier die Option einer spezifischen und effizienten Genomeditierung
mithilfe des Base Editors gezeigt. Gleichzeitig sollte das System noch weiter optimiert
werden, um eine hohere Priadiktabilitdt und eine héhere Flexibilitédt der zu editierenden

Base zu erreichen.
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6. Fazit und Ausblick

Zusammenfassend ist der in dieser Arbeit generierte Zellklon H460~*St PyroS #B4.1
dafiir geeignet, die hier durchgefiihrten saturierten Mutagenese-Experimente auch in
grofBerem Rahmen durchfiihren zu kdnnen. So konnen mit der Zeit tiber das Exon 5 hinaus
fiir das gesamte TP53-Gen Daten generiert werden, die Aufschluss iiber das Verhalten
aller erdenklichen synonymen, nicht-synonymen und frameshift-Mutationen von p53
unter verschiedenen Therapiebedingungen geben. Dieser Datensatz geht weit liber die
Charakterisierung von hotspot-Mutanten hinaus und beleuchtet so erstmals auch die

Nicht-hotspot- sowie Intron-Mutationen.

Eine direkte Anwendung von CRISPR/Cas9 und HDR in Tumoren iz vivo ist jedoch zum
derzeitigen Stand undenkbar. Fiir eine effiziente Therapie einer dortigen p53-Mutation
miisste die HDR-Effizienz weitaus hoher sein. Deshalb konnte durch diese Arbeit
vielmehr ein Eindruck iiber das Verhalten einzelner p53-Mutanten in vitro erlangt
werden. Diese Erkenntnisse kdnnen dann auf in vivo-Experimente und spiter auch den
Menschen selbst angewendet werden. Daraus entsteht langfristig die Moglichkeit,
bestehende konventionelle Therapieverfahren in der Onkologie individuell angepasst an
die jeweilige Mutante optimieren zu konnen. Durch gezielte Nutzung von Sensibilititen
einzelner Mutanten gegen bestimmte Therapien konnte so die Prognose von p53-
mutierten Krebspatienten verbessert werden. Denn obwohl p53 das am meisten
beforschte Protein der Welt ist und iiber 50 % aller Krebspatienten mutiertes p53 tragen,
gibt es immer noch keine zugelassenen Medikamente dagegen (Bouaoun et al. 2016; Zhu
et al. 2020). Oftmals dndert der p53-Status von Patient:innen nichts am Therapieschema,
obwohl gezeigt werden konnte, dass in verschiedenen Krebsarten eine p53-Mutation zu
einer Verschlechterung der Prognose fiihrt (Ahrendt et al. 2003; Wang et al. 2017). Eine
umfassende funktionelle Charakterisierung einzelne Mutanten konnte ein weiterer
wichtiger Schritt in der Behandlung von Patientinnen und Patienten mit p53-mutierten

Tumoren sein.

Der Base Editor, bestehend aus der nCas9, fusioniert mit der Desaminase hA3A (Y 130F),
war zwar sehr effizient, jedoch in der Anwendung zur spezifischen Mutagenese einzelner
Codons eher ungeeignet. Die Unvorhersehbarkeit der induzierten Basensubstitutionen
zusammen mit der begrenzten Anzahl an PAM-Sequenzen erschwerten dies. Zwar
konnten hier zwei hotspot-Mutationen, R273C und R282W, effizient generiert werden,

jedoch ist fiir eine gezielte Mutagenese die vorherige Testung unterschiedlicher sgRNAs
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notwendig. Leider konnte deshalb nicht von dem reinen Vorliegen des hotspot-Codons in
dem Base Editing-Fenster auf die tatsdchliche Basensubstitution von diesem durch den
Base Editor geschlossen werden. Eine Anwendung des Base Editors fiir eine gezielte
saturierte Mutagenese wie durch CRISPR/Cas9 und HDR ist aus diesen Griinden nicht

sinnvoll.

Eine Moglichkeit, den Base Editor fiir saturierte Mutagenese-Experimente geeigneter zu
machen, kann darin bestehen, die Restriktion durch die PAM aufzuheben, indem der Base
Editor beinahe ohne PAM gezielte Editierungen im Genom vornehmen kann (Walton et
al. 2020). Dies in Kombination mit kiirzlichen Entwicklungen, das Editierungsfenster des
Base FEditors weiter zu verengen macht eine gezielte und gleichwohl flexible

Genomeditierung denkbar (Tan et al. 2019).

Die therapeutische Anwendung dieses neuen Base Editor-Systems ist eine derzeitige
Hoffnung der modernen Medizin (Porto et al. 2020). C zu T Transitionen sind die
hiufigste Art nicht-synonymer Mutationen in Tumoren generell (Garcia-Nieto et al.
2019) und in 7P53 (Bouaoun et al. 2016). Zudem sind iiber die Hélfte aller vererblichen
Erkrankungen auf den Austausch einzelner Nukleotide zuriickzufiihren (Sun und Yu

2019).

Die Mdoglichkeit einer prizisen Charakterisierung von p53-Mutanten ist ein wichtiger
Schritt hin zu einer optimalen individuellen Behandlung jeden Tumors mit mutiertem

p53.
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8. Anhang

Supplementire Abbildungen

H4604LSL PuroS #B4.1

vor Transfektion R175H R175P R175STOP
E “1 00 =
H4604L5L PyuroS #E7.6
Parentale H460 vor Transfektion R175H R175STOP

Suppl. Abbildung I: Durchflusszytometrie der jeweiligen Einzelzellklone vor Transfektion und nach
Transfektion mit dem jeweiligen Mutationstragenden Vektor.

Filterung durch den FITC-Kanal. FITC-Positivitit korreliert mit Expression von GFP.

H460""" mut-p53-Einzelzellklon nach AdenoCre-Infektion

ATGCACGGAGGTTGETGAGHLGTGCCCCCACCATGAGCECT

ATGACGGAGGTTGTGAGHLETGCCCCCACCATGAGCECT
#B4 .1 #E7.6

170 172 174 76 178 188
M.T C P /H'H
Exon 5

1 5 | h \\'\
RI75H Wbl bty | R178H |

ATGACGGAGGTTGTGAGHCATGCCCCCACCATGAGCGCT

R175P L bl

ATCACGGAGGTTGTGAGOCEATGCCCCCACCATGAGCGCT ATGACGGAGGTTGTGAGHCCATGCCCCCACCATBAGCGCT

76 178 180 1

c P H H ENE

' ‘\‘i FWM-'& yﬁf“u’: JI‘I'!'JZH "‘

[TGCCCCCACCATGAGCGCT

Suppl. Abbildung II: Sanger-Sequenzierung von cDNA der Einzelzellklone nach AdenoCre-

Infektion.
Bei Analyse von je 3 Einzelzellklonen zeigten sich fiir #B4.1 R175H und R175P, sowie #E7.6 R175H 1/3

EZK mutiert. Bei #E7.6 R175P exprimierten 3/3 EZK die Mutante.
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Suppl. Abbildung III: NGS-Auswertung der R175-Library.

A: Darstellung der relativen Read Counts aller Datenpunkte der drei Replikate nach AdenoCre-Infektion
und DMSO-Behandlung in einem zweidimensionalen Streudiagramm mit linearer Regressionslinie.
R? entspricht der automatisch errechneten Pearson-Korrelation. Angabe einer signifikanten Korrelation:
** entspricht p < 0.005; ns entspricht nicht signifikant.

B: Mittelwerte der RFS aus den drei Replikaten, in aufsteigender Reihenfolge sortiert mit Angabe der

jeweiligen Standardabweichung.
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gDNA cDNA
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Suppl. Abbildung IV: Nachweis der R273C-Mutation in allen Einzelzellklonen.
Sanger-Sequenzierung von generierter gDNA (links) bzw. cDNA (rechts) aus H460- bzw. HCT116%* -
Einzelzellklonen nach Base Editor-Transfektion. Hervorhebung des R273-Codons in Exon 8 von TP53.
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H460 sgR273 EZK #A2

Mock

‘0 —
[ w

kDa

>0 -I” a-pd3

a-B-Aktin

A0 | — ——

Suppl. Abbildung V: siRNA-Knockdown von H460 R273C-Einzelzellklon
Western Blot eines exemplarischen H460 R273C-EZKs nach 3-tagiger 20 uM p53 siRNA- bzw. nsiRNA-
Inkubation und einer unbehandelten Kontrolle (Mock).

pGL3-U6-sgRNA-PGK-

Puromycin
P pGL3-U6-sgRNA-PGK-Puromycin
& & sgRNA-insert#1-27
- »
kb Mm 1 2 3 4 56 6 7 8 9 10 11 bp

— — 3 <« 3944
- 2771
=t 1 <« 1008

|
I

12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 M bp

Suppl. Abbildung VI: Validierung der Klonierung von pGL3_U6_sgRNA PGK_puromycin_1-27
durch Restriktionsverdau.

Restriktionsverdau der generierten Minis nach GoldenGate-Klonierung mit Bsal und BspHI fiir 2 h. Bei
erfolgreichem Einbau der sgRNA-Sequenz waren keine Bsal-Schnittstellen mehr vorhanden, sodass die
GrofBe der Restriktionsfragmente 1008 bp und 3944 bp war. Bei keinem erfolgreichen Einbau wiéren die
Bsal-Schnittstellen noch vorhanden, sodass die Restriktionsfragmente eine Groe von 25 bp, 1008 bp, 1148
bp und 2771 bp gehabt hitten. sgRNAs #3 und #16, die in ihrer Sequenz eine Bsal-Schnittstelle trugen,
waren sie beim Restriktionsverdau negativ. Auch #20 trug eine Bsal-Schnittstelle, hatte jedoch eine

zufdllige 1 bp Deletion, sodass sie in diesem Kontrollverdau negativ erschien und wiederholt wurde.
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i

ISTTTTAGAGCTA(

CBAAACACCGAGTGCGTGTTTGTGCCTGTC

Suppl. Abbildung VII: Validierung der Klonierung von pGL3_U6_sgRNA PGK puromycin_1-27

durch Sequenzierung.

Sanger-Sequenzierung der generierten Minis aus der GoldenGate-Klonierung nach Purifikation dieser

durch das QIAAmp PCR Purificaiton Kit (QIAGEN N.V.).
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Suppl. Abbildung VIII: Mutationsanalyse Nutlin-resistenter Zellen nach Transfektion des Base
Editors und sgRNA#1-27.

Sanger Sequenzierung der polyklonalen HCT116 —Zellen nach 9 Tagen 10 uM Nutlin-3a-Selektion. Diese
wurden durch PCR nach Abbildung 33 amplifiziert. Gezeigt sind alle diejenigen Proben, denen ein moglichst

eindeutiges Mutationsmuster entnommen werden konnte.
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